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 植物の基礎研究のモデル植物として, 双子葉類ではシロイヌナズナ, 単子葉類ではイ
ネがよく用いられている. 特にシロイヌナズナはゲノムサイズが小さいことや生育期
間が 2 カ月と短いこと, さらに形質転換体作成が簡便 (フローラルディップ法, カルス
形成を介さない形質転換体作成法) であることなどの理由から数多くの研究報告がな
されている (Clough and Bent, 1998). しかし, モデル植物であるシロイヌナズナは乾燥
した果実 (長角果) を形成するが, 新鮮な食物としての果実 (液果) を形成しないため, 
果実形成や果実の研究材料としては適切ではない. そこで, 新鮮な果実を形成する植物
としてトマトが注目されている. トマトはナス科に属する野菜の一つであり, 果実の色
や形, 大きさの異なる多くの品種が存在する (Tanksley, 2004; Paran and van der Knaap, 
2007). また, トマトは世界で最も生産, 消費されている果菜類であり, 経済的にも重要
な野菜の一つである (Bergougnoux, 2014). そして, トマトのゲノムサイズは他のナス科
植物と比較して小さい (約 900-950 Mb) ことから (Arumuganathan and Earle, 1991; The 
Tomato Genome Consortium, 2012), 近年トマトを材料に用いた研究が盛んに行われてい
る. さらに, 2011年にトマト ‘Heinz 1706’ の全ゲノム解読が終了し, タンパク質をコー
ドしている約 35,000個の遺伝子のゲノム上における位置や構造が明らかになった (The 
Tomato Genome Consortium, 2012) . この研究結果はウェブ上で公開されており, トマト
を用いた研究がより一層加速していくことが期待される. このように近年ではウェブ
上で公開されているデータベースが充実してきており, モデル生物であるシロイヌナ
ズナ, イネ, トマトはもちろん, モデル植物以外でも遺伝子の配列情報に限らず, 遺伝
子の発現情報なども入手, 利用可能となっている (The Bio-Analytic Resource for Plant 
Biology: http://bar.utoronto.ca/welcome.htm). 
 2002年より国内で, ライフサイエンス研究の基礎・基盤となるバイオリソース (動物, 
植物, 微生物等) について収集・保存・提供を行うことを目的としたナショナルバイオ
リソースプロジェクト (National BioResource Project, NBRP: http://www.nbrp.jp/) が始
動している. そして, その中のバイオリソースの一つとしてトマトが選ばれ, 2007 年か
ら筑波大学が中核機関となり, トマトのバイオリソースの整備を行っている. 筑波大学
では矮性トマト品種 Micro-Tom (図 I) を用いて , エチルメタンスルフォネート 
(ethylmethane sulfonate, EMS) 処理およびガンマ (γ) 線照射による変異体の作出 (Saito 
et al., 2011; Shikata et al., 2016) とその種子の増殖・保存・配布を行っている 
3 
 
(TOMATOMA: http://tomatoma.nbrp.jp/). また, 豊富な変異体集団を用いて, TILLING 
(Targeting Induced Local Lesions In Genomes) を利用した逆遺伝学による変異体の選抜も
行われている (Okabe et al., 2011; Okabe et al., 2013). 多くの遺伝子情報が利用可能な現
在, TILLING技術を用いた変異体の選抜や解析は基礎研究から育種まで, 幅広い面で注
目されている (Till et al., 2004; Serrat et al., 2014). また, ここで用いられているトマト 
‘Micro-Tom’ は草丈が 10-20 cmと小さく, 蛍光灯下で多数の個体 (1,325 個体/m2) を栽
培できる. さらに播種から結実までが約 70-90 日と短く遺伝学的解析にも適した実験材
料であり (Scott and Harbaugh, 1989; Saito et al., 2011), 形質転換も容易である (Sun et al., 
2006). そして, 他の栽培品種との交配も可能であるため, 選抜された優良な変異を交雑




ではない (Bergougnoux, 2014). トマトに限らず, 現在我々が食べている作物は長い年月
をかけて人々の手により栽培, 育種されてきたものである (Diamond, 2002). 例えば現
在の栽培種トマトには, 野生種のトマトの果実と比較して 1000 倍近い重い果実を形成
する品種が存在する (Lippman and Tanksley, 2001). これはこれまでの研究や育種により, 
可食部である果実の肥大性を高めた成果である (Tanksley, 2004). このようにトマトは
その果実を結実するという特徴から, 果実発達や果実特性に直目した研究や育種が盛
んに行われている.  
 トマトの果実発達は大きく 4 つのステージに分けることができる [ステージ 1, 雌蕊
形成期; ステージ 2, 細胞分裂期 ; ステージ 3, 細胞肥大期 ; ステージ 4, 成熟期] 
(Ariizumi et al., 2013). 数ある果菜類の中でも, トマト果実は赤熟するという特徴を持っ
ていることから, 果実成熟に関する研究が多く行われている. トマト果実の成熟 (赤
熟) には植物ホルモンのエチレンが強く関与しており, エチレンの生合成系や感受性に
関する研究が多くみられる  (Van de Poel et al., 2012; Liu et al., 2015). そして , 
RIPENING-INHIBITOR (RIN), NEVER-RIPE (NR), NON-RIPENING (NOR) などトマトの赤
熟を制御している重要な遺伝子がいくつか単離されている (Lincoln and Fischer, 1988; 




が い く つ か 単 離 さ れ て い る . エ チ レ ン 生 合 成 に 関 与 す る
1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) synthase (ACS) 遺伝子の発現抑制は生体内でエ
チレンの生合成を抑制し , トマト果実の日持ち性を向上させる  (Gupta et al., 2013; 
Sobolev et al., 2014). また, ペクチンの脱重合に働く酵素遺伝子 polygalacturonase (PG) 
の発現抑制体もトマト果実収穫後の日持ち性が向上し, さらに裂果を抑制すると報告
されている (Schuch et al., 1991; Kramer et al., 1992). 
 そして, トマト果実を大きくするという目的から, トマト果実の大きさを決定する要
因の一つである細胞数および細胞の大きさを制御する果実肥大期 (細胞分裂期, 細胞肥
大期) に関する研究も盛んに行われている (Azzi et al., 2015). 現在までに, トマト果実
の大きさを制御しているとされる 28個の量的形質座位 (Quantitative Trait Locus, QTL) 
が報告されている (Grandillo et al., 1999). その中で最も果実肥大性への影響が大きいと
されているのが FRUIT WEIGHT 2.2 (FW2.2) であり, この遺伝子の欠損株 (fw2.2) は野
生株と比べ 30%果実重が増加する (Alpert et al., 1995; Frary et al., 2000). FW2.2は細胞分
裂を負に制御しており, この遺伝子発現が低下もしくは機能欠損することで果肉の細
胞数が増加し , 果実が大きくなる  (Cong et al., 2002; Liu et al., 2003). また , 
SlKLUH/FW3.2も果実肥大性において重要な遺伝子である. SlKLUH/FW3.2は細胞数を正
に制御しており, この遺伝子の発現抑制体は果実重が 70%以上減少し, 種子の大きさも
小さくなると報告されている (Chakrabarti et al., 2013). 一方, 細胞肥大は核内倍加 (核
相) と関連しており, 果実の核相を制御し, 細胞肥大に影響を与える遺伝子として
SlCCS52Aや SlKRP1が知られている (Fernandez et al., 2009; Mathieu-Rivet et al., 2010). さ
らに, 細胞分裂と細胞肥大には, 植物ホルモンのオーキシンとジベレリンがそれぞれ強
く関係していることが知られている (de Jong et al., 2009a; Ariizumi et al., 2013). また, 
オーキシンとジベレリンは果実の単為結果を誘導する植物ホルモンとしても知られて
いるため, 果実肥大と単為結果性は合わせて研究される傾向にある. 単為結果を引き起
こす植物ホルモン関連の遺伝子として Indole-3-Acetic Acid 9 (IAA9) や Auxin Response 
Factor 7 (ARF7), DELLAなどが知られている. IAA9は Aux/IAA転写因子ファミリーの一
つで, オーキシンの反応を負に制御している遺伝子である. IAA9のアンチセンス個体は
オーキシンの反応がオーキシン非存在下でも恒常的に起きるため単為結果が起きると
報告されている. その単為結果率は約 80%にもなり, 単為結果性のほかに複葉が単葉に




る (de Jong et al., 2009b). 一方, DELLAはジベレリンのシグナル伝達を負に制御してい
るタンパク質であり, このタンパク質の機能を欠損させることにより単為結果性が付
与される (Martí et al., 2007).  
 また, 果実形態は果実肥大性と共に果実評価の上で重要な要因の一つであり, トマト
において果実形態を制御している遺伝子がいくつか単離されている (van der Knaap et 
al., 2014). 果実形態の変異は大きく 2 つに分けることができる. 細胞の分裂や肥大の差
異によるものと細胞分裂や肥大に差のないものである. 前者の例として SUN や OVATE
が挙げられる. SUNは第 1染色体から第 12染色体まですべての染色体上に 33個のホモ
ログが存在し (Huang et al., 2013), この遺伝子が高発現することで果実縦方向に細胞分
裂が盛んになり, さらに横方向の細胞分裂が減少することで縦長の果実を形成する 
(Wu et al., 2011) . 一方, OVATEは第 2染色体に座乗している遺伝子であり, 開花前のつ
ぼみから果実肥大期にかけて発現している. そして, この遺伝子の機能欠損株は一塩基
置換によりナンセンス変異が生じており, その結果, 洋ナシ状の果実を形成する (Liu 
et al., 2002). 一方, 後者の細胞分裂や肥大に変化のないものは, 心皮数の増加による子
室数および子室構造の変化である. 子室が増加すると果実横径が増加し, 果実の肥大性
も増加する (Lippman and Tanksley, 2001). このように子室数が増加する変異体として
fasciated (fas) や locule number (lc) などが知られている. fasは第 11染色体上にて遺伝子
CLAVATA3 (CLV3) のプロモーター領域内の逆位により, CLV3の発現量が減少したこと
に起因している (Xu et al., 2015). また, lc の原因遺伝子は第 2 染色体上の WUSCHL 
(WUS) 付近に存在することが分かっているが, 詳しい分子メカニズムは未だ不明であ
る (Muños et al., 2011). この他にも, 心皮の形成枚数が増加する変異体に fasciated and 
branched (fab) や fasciated inflorescence (fin), excessive number of floral organs (eno) などが
見つかっており, fab や fin はその原因遺伝子も同定されている  (Xu et al., 2015; 
Fernández-Lozano et al., 2015). FABは CLV1をコードしており, CLV3や CLEペプチドの
受容体として働く. 一方, FINは hydroxyproline O-arabinosyltransferase 3 (HPAT3) をコー
ドしており, CLV3やCLEペプチドをアラビノシル化させる働きをもつ (Xu et al., 2015). 
 
＜雌蕊および花器官の形態＞ 
 先述したように, 果実の大きさや形態を決定する要因として, 開花後の果実肥大のみ
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でなく, 花器官の形態も重要である. 花器官は外側からがく, 花弁, 雄蕊 (葯), 雌蕊 
(心皮) から構成されておりこれらは花芽形成の ABC モデルによって制御されている 
(Coen and Meyerrowitz, 1991). ABCモデルとは, がく (whorl 1) は Aクラス遺伝子から, 
花弁 (whorl 2) は Aクラスと Bクラス遺伝子から, 雄蕊 (whorl 3) は BクラスとCクラ
ス遺伝子から, 雌蕊 (whorl 4) は Cクラス遺伝子から形成されるという花器官形成のモ
デルである. また, A, B, Cクラスの他にも, 胚珠の発達に特異的に働く Dクラス遺伝子, 
A, B, Cクラス遺伝子と複合体を形成し, 補助的役割を持つ Eクラス遺伝子が存在する. 
そして, これら ABC クラスの遺伝子の多くは MADS-box ファミリーに属しており, 各
whorl で複合体を形成し, 各花器官の形成に必要な遺伝子の転写因子として働くことが
明らかになっている (Robles and Pelaz, 2005; Leseberg et al., 2008; Becker and Ehlers, 
2016). シロイヌナズナにおいては, Aクラス遺伝子として APETALA1 (AP1) と AP2, Bク
ラス遺伝子として AP3と PISTILLATA (PI), Cクラス遺伝子として AGAMOUS (AG), Dク
ラス遺伝子として SEEDSTICK (STK) と SHATTERPROOF1および 2 (SHP1, 2), Eクラス
遺伝子として SEPALLATA1-4 (SEP1-4) などが報告されている (Becker and Ehlers, 2016). 
トマトにおいても ABCクラスの遺伝子はいくつか単離されている (Lozano et al., 2009). 
A クラス遺伝子として MACROCALYX (MC) が報告されており, この遺伝子の欠損株は
葉様のがくを形成する. さらにMCは離層形成に重要な遺伝子であることも報告されて
いる (Nakano et al., 2012; Yuste-Lisbona et al., 2016). Bクラス遺伝子は STAMENLESS (SL) 
/TAP3 が単離されており, この遺伝子の欠損株はがく様の花弁および, 心皮様の雄蕊を
形成する  (Gómez et al., 1999; Quinet et al., 2014). C クラスの遺伝子は TOMATO 
AGAMOUS1 (TAG1) が知られており, この遺伝子の抑制体は異常な雌蕊および果実を
形成し, 胚珠や種子の形成が阻害される (Pnueli et al., 1994; Gimenez et al., 2016). Dクラ
スの遺伝子は TOMATO AGAMOUS like-11 (TAGL11) とMADS-box PROTEIN3 (MBP3) が
シロイヌナズナ STKのオーソログ遺伝子として報告されており (Leseberg et al., 2008), 
さらにトマト TAGL11 の発現抑制個体は種の発達を阻害することが分かっている 
(Ocarez and Mejía, 2016). そして, Eクラスの遺伝子は TOMATO MADS BOX5および 29 
(TM5, 29) などが報告されており, TM29 の発現抑制個体はがく様の花弁と葯を形成し, 





や特性をほぼ決定づけている. さらに, その雌蕊は心皮より形成されるため, 雌蕊の形
態や特性は心皮の形成に依存しているところが大きい. 先述したように, 心皮数が増え
ると子室数が増えるのがその一例である. また, 心皮は花芽分裂組織の中央から分化, 
発生する. 花芽分裂組織はWUSとそれによって誘導されるCLV3によって発達およびそ
の大きさが制御されており, WUS および CLV3, さらに前述の MADS-box 遺伝子が複雑
に関連し合い, 各花器官を形成している (Alvarez-Buylla et al., 2010; Becker and Ehlers, 
2016). シロイヌナズナにおいて, CLV, AG, ULTRAPETALA1 (ULT1), PLURIPETALA (PLP) 
の機能欠損個体は花芽分裂組織が大きくなり, 心皮などの花器官の数が増加すると報
告されており, この花器官の増加は花芽分裂組織における WUS の発現期間の延長に起
因している (Lenhard et al., 2001; Carles et al., 2004; Running et al., 2004; Durbak and Tax, 
2011). その一方で, WUSの変異体は花芽分裂組織の大きさが小さくなり, 雄蕊と心皮の
数が減少する (Laux et al., 1996). トマトにおいても, mini zinc finger proteinをコードし
ている INHIBITOR OF MERISTEM ACTIVITY (IMA) の発現抑制組換え体は花芽分裂組織
で WUS の発現期間を延長し, WT に比べて多くの心皮を形成すると報告されている 
(Sicard et al., 2008). 雌蕊の形態異常はシロイヌナズナにおいても, トマトにおいてもそ
の後の果実発達に大きな影響を与える. つまり, トマト果実の形態形成や特性を評価す
る上で, 雌蕊の形態形成や特性を評価することは極めて重要である. さらに, 雌蕊の中
には胚珠が形成され, それを保護している働きをしているため, 雌蕊および心皮の形態
異常は胚珠の形成 (稔性) に影響を与えることもある. シロイヌナズナのCUP-SHAPED 
COTYLEDON (CUC) は心皮同士の接合に重要な遺伝子であり, その変異体は胚珠を形
成することができない (Kamiuchi et al., 2014). また, 心皮形成に重要な遺伝子である
WUS や AG は胚珠形成にも関わる遺伝子であり, トマトにおいて WUS の高発現や TAG
の発現抑制は胚珠の形態異常をもたらすと報告されている (Sicard et al., 2008; Gimenez 
et al., 2016). このように, 心皮が形成され雌蕊が完成するまでに, 多くの遺伝子が複雑
に関連し働いていることが分かってきた. そして, 心皮や雌蕊の形成に関わる遺伝子が
いくつか単離されているが, その形成に関する詳しい分子制御メカニズムは未解明な
部分が大きい. さらに, 単離され機能解析が進んでいる遺伝子は, そのほとんどがシロ
イヌナズナの遺伝子であり, トマトでの報告は少ない. 例えば, 花芽形成のABCモデル
に関して, シロイヌナズナでは遺伝子発現制御などの遺伝子間の相互関係も徐々に明
らかになっているが (Becker and Ehlers, 2016), トマトではいくつかの遺伝子が単離さ
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れ, その機能解析がわずかに行われている程度である (Lozano et al., 2009). また, 胚珠
形成も雌蕊形成の重要なステージの 1 つであるが, シロイヌナズナ (Bencivenga et al., 
2011; Yamada et al., 2016) に比べトマトではほとんど研究が進んでいない. WUSや IMA, 
そして INNER NO OUTER (INO) が胚珠形成へ関与することを示した報告はあるが 
(Sicard et al., 2008; Skinner et al., 2016), 他の遺伝子に関しては未だに報告されていない. 
トマトはシロイヌナズナとは異なり, 新鮮な食用の果実 (液果) をその雌蕊より形成す












しい分子メカニズムや分子ネットワークの発見を目指した. 先行研究 (羽尾, 修士論文
2014) において, 筑波大学で整備されている矮性トマト品種 ‘Micro-Tom’ の変異体集
団の中から雌蕊や果実形態に変異のみられる 3 系統の新規変異体 fascated carpel 1, 2 
(fcc1, 2) と sexual sterility (ses) が単離され, 形態学的, 遺伝学的解析が行われた. 形態
学的解析の結果, fcc1変異体は心皮の形成枚数が増加することで複数の独立した雌蕊を
形成し, fcc2変異体は同様に心皮の形成枚数が増加し多重に重なった子房壁を形成した 
(図 II, III). 一方, ses変異体は心皮の形成枚数が減少し, 子室数が減少した. ses変異体は
両性不稔性を示し, 花粉を形成せず, 胚珠は未成熟であった (図 II, III). そして, 遺伝学
的解析の結果, fcc1, fcc2, ses変異体の原因遺伝子はいずれも単因子劣性であることが判





されている. 本博士論文では, 雌蕊および心皮形成に変異のみられる fcc2 変異体 (第 1
章) と ses変異体 (第 2章) において, 単離された原因遺伝子候補の相補性の解析とその











WT fcc1 fcc2 ses
1 cm
図II 単離された変異体 (fcc1, fcc2, ses) および野生株 (WT) の果実形態
A, 果実上面 (上段) と果実側面 (下段)
B, 果実縦断面 (上段) と果実横断面 (下段)





図III 単離された変異体 (fcc1, fcc2, ses) および野生株 (WT) の花器および雌蕊
の形態
A, 開花期の花器 (上段) とその雌蕊 (下段). スケールバー = 2 mm.
B, 開花期雌蕊の横断面 (上段) と縦断面 (下段). スケールバー = 200 µm.
Ov, ovule 胚珠; OW, ovary wall 子房壁; Pl, placenta 胎座.























 fcc2変異体は筑波大学で作出されている ‘Micro-Tom’ 変異体集団の EMS処理個体よ
り, 雌蕊形態に異常のみられる変異体として単離された個体である. 先行研究 (羽尾,  
修士論文 2014) が実施されており, 形態学的解析により fcc2変異体は 2重の果皮および
子房壁を形成することが明らかになっている. その形質は心皮の形成枚数が増えるこ
とに起因している. また, 遺伝学的解析よりに fcc2変異体の原因遺伝子は単因子劣性で
あることも明らかになっている. さらに, 原因遺伝子の単離のために, ‘Ailsa Craig’ と
の交配 F2 集団を用いたマップベースドクローニングおよび, 変異体の全ゲノムシーケ
ンス解析を実施している. その結果, fcc2 変異体は, 第 1 染色体上に座乗している
“Solyc01g010240” (FCC2) 上にミスセンス変異を持っており, FCC2が原因遺伝子の候
補と推測されている. FCC2 はそのアミノ酸配列より YABBY ファミリーをコードして
おり, 転写因子として働くと示唆される. トマトにおける YABBY ファミリーの遺伝子
はすでに 9つ単離されており (Huang et al., 2013; Han et al., 2015), FCC2はその中の
CRABS CLAW a (CRCa) をコードしている. シロイヌナズナにおけるオーソログ遺伝子
である CRABS CLAW (CRC) は心皮および蜜腺の形成に重要な遺伝子であり, その変異
体である crc-1 は長角果のサイズが小さくなり, 蜜腺を形成しなくなると報告されてい
る (Bowman and Smyth 1999; Lee et al., 2005a). この心皮および蜜腺の形態異常はポピー
やペチュニアなど他の双子葉植物でも報告されている (Orashakova et al., 2009; Lee et al., 
2005b). しかし, トマトにおける CRC の報告例は未だにない. また, 先行研究において
は, fcc2 の原因遺伝子の証明とその原因遺伝子候補の FCC2の機能については明らかに








 トマトの矮性品種であるマイクロトム (Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’) の野生株 
(図 I) と EMS処理によって作出された複数の雌蕊を形成する fasciated carpel 2 (fcc2) 変
異体を用いた.  
 WT, 変異体及び各形質転換体の種子を一晩 1.5ml エッペンドルフチューブ内で吸水
させて, 純水で湿らせたろ紙の上にその種子を播種した. 約 7 日後, 子葉が展開したの
を確認し, 5×5×5 cmのロックウールキューブ (Grodan) へ移植し, 筑波大学生物農林
学系 E棟 5階 E505内の栽培室 (明期 16時間, 暗期 8時間, 25℃) で栽培した. 水耕栽培
溶液として大塚ハウス A処方 [大塚 1号 1.5 g/l, 大塚 2号 1 g/l] を用いた.  
 
1.2.2 トマトゲノム DNAの抽出 
1.2.2.1 簡易抽出 
 3~5 mm 角の若い成葉を 1.5 ml チューブに採取し, DNA 抽出液 (200 mM Tris-HCl 
(pH7.5), 250 mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS) を 300 µl入れ, マイクロペッスルでよく
すり潰した. ボルテックスでよく撹拌した後, 1分間遠心分離 (室温, 16,000 g) した. 遠
心後もの上清 200 µl を新しい 1.5 mlチューブに移し, 冷えたイソプロパノール 200 µl
を加えてよく混和した. 5分程度-30℃でインキュベートし, 5分間遠心分離 (4℃, 16,000 
g) した. 上清をデカントで捨て, 冷えた 70%エタノールを 700 µl加え, 10分間遠心分離 
(4℃, 16,000 g) した. 上清をデカントで捨て, チューブを室温で風乾させた後, 沈殿を
100 µlの TE buffer に溶かした. 抽出したゲノム DNAは 4℃で保存した.  
 
1.2.2.2 キットを用いた抽出 
 サザンブロット解析に用いるゲノム DNAの抽出は Maxwell 16 DNA Purification Kits 
(Promega) を用いた. 若い葉 5~6枚を 1.5 mlチューブに採取し, 液体窒素で凍結させた
後, マイクロペッスルを用いてよく破砕した. Kit内の Lysis Buffer が入ったカートリッ
ジに破砕した葉を入れ, カートリッジを Maxwell 16にセットし, ゲノム DNAの抽出を





1.2.3.1 遺伝子過剰発現 (Over expression (OX)) コンストラクトの構築 
 FCC2遺伝子の過剰発現形質転換体を作出するため, FCC2遺伝子の翻訳開始コドンか
ら終始コドンまでを含む領域を遺伝子合成により作製した. WT 型と変異型の FCC2 を
それぞれ導入し, WT 型のコンストラクトを〈FCC2-OX〉, 変異型のコンストラクトを
〈mFCC2-OX〉とした (図 1-1B, 1-2A). バイナリーベクターの基本骨格は pRI 201-AN 
(TaKaRa) を用いた.  
 
1.2.3.2 遺伝子発現抑制 (RNAi) コンストラクトの構築 
1) エントリーベクターへの遺伝子導入 (TAクローニング) 
 FCC2遺伝子の発現抑制形質転換体を作出するため, FCC2遺伝子を標的とする RNAi
コンストラクト (FCC2-RNAi) を構築した. WT の縦径 1 mm のつぼみより合成した
cDNA (10 ng/µl) (羽尾, 修士論文 2014) をテンプレートとし, FCC2の CDS領域を特異的
に増幅させるプライマー (FCC2-RNAi-FwおよびRv, 表 1-1) を用いて, 表 1-2の条件で
PCRを行った. アニーリング温度は 57℃, 伸長時間は 30秒とした. 次に, その得られた
PCR産物 50 µlに Takara Ex Taq (TaKaRa) を 0.25 µl加えてサーマルサイクラーで 98℃; 
10秒, 72℃; 20分の反応を行い, PCR産物の 3’末端に〈A, アデニン〉を付加した. さら
に, そのPCR産物を 1%アガロースゲルおよび 1×TAEバッファーを用いて電気泳動を行
い, 目的の配列が特異的に増幅されていることを確認した. 続いて, 目的のバンドを電
気泳動後のアガロースゲルから切り出し, Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega) を用いて, 付属のプロトコールに従い PCR産物を精製した.  
 続いて, 精製した PCR産物をエントリーベクターである pCR8/GW/TOPO (Invitrogen) 
に TA クローニングにより導入した. 方法はキット付属のプロトコールに従った. その
反応液 2 µl を氷上融解した大腸菌コンピテントセル (DH5α 株) に加え, 付属のプロト
コールに従い遺伝子導入した. 選択培地にはスペクチノマイシン 100 mg/l に調製した
LB固形培地を用い, 37℃で 12~16時間培養した.  
 培養後, 形成されたコロニーに目的のプラスミドが導入されていることを確認する
ため , コロニーPCR を行った . プライマーはエントリーベクター内の配列である
M13-Fw と M13-Rvもしくはクローニングに用いた FCC2-RNAi-Rvプライマー (表 1-1) 
を用い, 表 1-3の条件で PCRを行った. その PCR産物を電気泳動することでベクター導
入の有無の確認し, コロニーの選抜を行った.  
17 
 
 次に, コロニーPCR によって目的のプラスミドの導入が確認された大腸菌からプラ
スミドを精製した. スペクチノマイシン 100 mg/lの濃度に調製した LB液体培地 3 mlに
選抜した大腸菌を植菌し, 37℃で 12~16 時間振とう培養した. そして, その培養液から
PureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega) を用いてプラスミド精製を行い, 分光光
度計 (NanoDrop 2000) で濃度を測定した.  
 
2) 導入遺伝子のシーケンス解析 
 目的の DNA 配列が正しく導入されていることを確かめるために, 精製されたプラス
ミドをテンプレートに Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
を用いてシーケンスを行った. 表 1-4Aの組成で反応液を作製し, 表 1-4B で示した条件
でシーケンシング PCR反応を行った. プライマーは M13-Fw及び M13-Rvを用いた.  
 次にPCR産物をエタノール沈殿により精製した. 1.5 mlチューブでPCR産物 20 µl, 3M
酢酸ナトリウム 2 µl, 100%エタノール 50 µlを混和し, -30℃で 10分間インキュベートし
た. その後, 20分間遠心分離 (4℃, 16,000 g) し, 上清を捨て, 140 µlの 70%エタノールを
加えた. 再度 10 分間遠心分離 (4℃, 16,000 g) し, 上清を捨て, 完全に乾燥するまで常
温で静置した. 乾燥したサンプルに Hi-Di Formamideを 20 µl加えてよく撹拌した後, シ
ーケンス解析用 96 ウェルプレートに全量移し, サーマルサイクラーを用いて 96℃で 3
分間熱処理した. 熱処理後すぐに氷上に移し, ABI3130 (Applied Biosystems) を用いてシ
ーケンスを行った. 得られたシーケンスデータは [Genetyx ver.11] を用いて解析し, 正
しく標的配列がクローニングできているプラスミドを選抜した.  
 
3) バイナリ―ベクターの作製 (LR反応) 
 続いて, LR 反応によりエントリーベクター内の標的配列をディスティネーションベ
クターである pANDA35HK vector に導入した. 導入には GATEWAY Cloning技術を利用
し, LR Clonase® II Enzyme Mix (Invitrogen) を用いて, 付属のプロトコールに従って行っ
た.  
 LR反応後の反応液 2 µlを大腸菌コンピテントセル (DH5α株) に加えて, 付属のプロ
トコールに従い遺伝子導入した. 選択培地にはカナマイシン50 mg/lに調製したLB固形




した. プライマーは gus-linker-Fwまたは gus-linker-Rvと FCC2-RNAi-Rvプライマーを用
いて (表 1-1), 表 1-3 に示した条件で PCR を行った. 次に, 選抜されたコロニーの大腸
菌をカナマイシン 50 mg/lの LB液体培地 3 mlに植菌し, 37℃で 12~16時間振とう培養
した. 培養液からプラスミドを抽出し, さらに, シーケンスにより標的 DNA 配列が正
しく導入されていることを確認した  (上記の方法と同様 ). シーケンス解析には
gus-linker 配列を認識するプライマーgus-linker-Fw および Rv を使用した (表 1-1). ここ




 標的配列のクローニングは In-Fusion® HD Cloning Kit (TaKaRa) を用いて行った. 初め
に, FCC2のプロモーター領域 (2388 bp) をクローニングするために Nested PCRを行っ
た. トマトWTのゲノム DNAをテンプレートにプライマーFCC2-Promoter-Nest-Fwおよ
び Rv (表 1-1) を用いて表 1-2 に示した条件で 1st PCR を行った. アニーリング温度は
51℃, 伸長時間は 1分 30秒とした. 続いて, その PCR産物をテンプレートにプライマー
FCC2-Promoter-Fwおよび Rv (表 1-1) を用いて表 1-2で示した条件で 2nd PCR (フラグメ
ントの増幅) を行った. アニーリング温度は 47℃, 伸長時間は 1分 20秒とした. 2nd PCR
に用いたプライマーは TaKaRa ウェブサイト内の In-Fusion プライマーの設計 
(https://www.takara-bio.co.jp/infusion_primer/infusion_primer_form.php) を利用し作製した. 
この時, 標的配列導入位置にある制限酵素サイトは残るように設計した.  
 次に, 2nd PCRの PCR産物 5 µlに Cloning Enhancer (TaKaRa) 2 µlを加え, 37℃; 20分, 
80℃; 15 分の反応を行い, フラグメントにエンハンサーを付加した. また, バイナリー
ベクター (pIG121Hm) から 35S プロモーターを取り除き、さらに直鎖状にするために, 
バイナリーベクターに Hind IIIと Xba Iを加えて (表 1-5) 37℃で一晩インキュベートし
た. その後, サーマルサイクラーを用いて80℃で 20分間処理し, 制限酵素を失活させた. 
次に, Enhancerを付加したフラグメントと直鎖状にしたバイナリーベクターそして, 5×
In-Fusion HD Enzyme Premix を表 1-6 の組成で調製し, サーマルサイクラーを用いて
50℃で 15分間インキュベートした.  




入されたコロニーを選抜するため , コロニー PCR を行った . プライマーは
FCC2-Pro-check-Fwと pIG121Hm-Rv (表 1-1) を用いて表 1-3の条件で PCRを行った. 選
抜された大腸菌を液体培養し, プラスミドを抽出した. さらに, 標的配列の DNA 配列
と一致することをシーケンス解析によって確認した . この際 , プライマーは
pIG121Hm-Fw1 および Rv1 を用いた (表 1-1). ここまでで構築された FCC2のプロモー
ター領域が導入されたコンストラクトを〈FCC2p-GUS〉とした (図 1-1A, 1-2C).  
 上記で構築された〈FCC2p-GUS〉にさらに, FCC2のターミネーター領域を導入する
ために, FCC2のターミネーター領域 (781 bp) のクローニングを行った. プライマーは
FCC2-Terminator-Fwおよび Rv (表 1-1) を用いて, ‘Micro-Tom’ WTのゲノム DNAをテン
プレートに表 1-2の条件で PCRした. アニーリング温度は 55℃, 伸長時間は 1分とした. 
このプライマーも上記同様 TaKaRaのウェブサイトで制限酵素サイトが残るように設計
した. PCR産物を泳動したアガロースゲルから目的のバンドを切り出し, Wizard SV Gel 
and PCR Clean-Up System (Promega) を用いて , PCR 産物を精製した . 次に , 
〈FCC2p-GUS〉を直鎖状にするために, 表 1-7の組成で Sac I処理を行い, 37℃で 6時間
インキュベートした. その後, サーマルサイクラーを用いて65℃で 30分間処理し, 制限
酵素を失活させた. そして, 表 1-6 に示した組成で In-Fusion 反応液を調製し, サーマル
サイクラーを用いて 50℃で 15分間インキュベートした.  
 反応液 2 µlを大腸菌コンピテントセル (DH5α株) に導入し, カナマイシン添加 LB固
形培地に塗布した. 形成されたコロニーに対してコロニーPCR を表 1-3 の条件で行い, 
正しくプラスミドが導入されたコロニーを選抜した. プライマーはFCC2-Terminator-Fw
と pIG121Hm-Rv2 を用いた (表 1-1). 選抜された大腸菌よりプラスミドを抽出し, 標的
配列の DNA 配列と一致することをシーケンス解析によって確認した. この際, プライ
マーは pIG121Hm-Fw2および Rv3を用いた (表 1-1). ここで構築された FCC2のプロモ
ーター領域およびターミネーター領域が導入されたコンストラクトを〈FCC2pt-GUS〉








1.2.4.1 アグロバクテリウムへの形質転換 (プラスミド導入) 
 構築された各コンストラクトはエレクトロポレーション法によりアグロバクテリウ
ム (GV2260 株) に形質転換した. エレクトロポレーション後の菌液に SOC 培地を 800 
µl加えて, 28℃で 1時間振とうして培養を行った. その後, カナマイシン 50 mg/lに調製
した LB 固形培地に塗布し, シャーレをアルミホイルで包み 28℃で 2 日間培養した. 3) 
と同様の方法, 同様のプライマーでコロニーPCRを行い, 正しくコンストラクトが導入
されているコロニーを選抜した. 選抜されたコロニーのアグロバクテリウムをカナマ
イシン 50 mg/lの LB液体培地 3 mlに植菌し, 遮光して 28℃で 1日振とう培養した. 続
いて, グリセロールストック (15%) を作製するために, 培養液 350 µl と 50%グリセロ




 ‘Micro-Tom’ WTの種子 200粒程度を 50 mlコーニングチューブ内で, 10倍希釈した花
王キッチンハイター (次亜塩素酸ナトリウム系の洗浄剤) に 20 分程度浸け, 種子を表
面殺菌した. 種子を滅菌水で 3 回すすいだ後, 滅菌水に浸してローテーターで回転させ
ながら 2日間吸水させた. 続いて, 吸水後の種子を播種用MS培地 [MS培地, 3%スクロ
ース, 0.3%ゲランガム, pH5.8] に, 1プラントボックスあたり 25粒ずつ播種した. 25℃, 




 構築したコンストラクトを保持するアグロバクテリウムのグリセロールストック 10 
µlもしくは 20 µlを, カナマイシン 50 mg/lに調製した LB液体培地 2 mlに植菌し, 暗黒
下, 28℃で一晩振とう培養した. 培養液を 3000 rpmで 10分間遠心して集菌し, 上澄みを
捨て, さらに 100 mMアセトシリンゴン 80 µl (0.16 mM) とメルカプトエタノール 40 µl 













分な感染液を吸い取った. その後, 切片を共存培地 [MS培地, 3%スクロース, 0.3%ゲラ
ンガム, 10 µMアセトシリンゴン, ゼアチン 1.5 mg/l, pH5.8] に葉の向軸面が培地に接す
るように置床した. シャーレは光が当たらないようにアルミホイルで包み, 25℃の培養
室で 3-4日間 (切片の周辺にアグロバクテリウムが確認できるまで) 共存培養を行った.  
 
1.2.4.6 カルス誘導 
 共存培養を行った切片を葉の向軸面が上になるようにカルス誘導培地 [MS 培地, 3%
スクロース, 0.3%ゲランガム, ゼアチン 1.5 mg/l, オーグメンチン 375 mg/l, カナマイシ
ン 100 mg/l, pH5.8] に移した. 切片の切り口からカルスが形成され, 十分な大きさ (直
径 5 mm以上) に成長するまで 2週間おきに新しいカルス誘導培地と交換した.  
 
1.2.4.7 シュート誘導 
 十分な大きさまで成長したカルスは子葉切片から切り離し, シュート誘導培地 [MS
培地, 3%スクロース, 0.3%ゲランガム, ゼアチン 1.0 mg/l, オーグメンチン 375 mg/l, カ
ナマイシン 100 mg/l, pH5.8] に移した. 培地は 2週間おきに新しいものに交換した.  
 
1.2.4.8 発根選抜 
 カルスから 1-2 cm のシュートが伸びてきたら, カルスを持ち込まないようにシュー
トの根元からメスで切り出し, 発根選抜培地 [1/2 MS培地, 3%スクロース, 0.3%ゲラン
ガム, オーグメンチン 375 mg/l, カナマイシン 50 mg/l, pH5.8] に挿した. 2週間後, 発根
の有無にかかわらず, すべての根とシュートの根元を薄く切り落とし, 新しい発根選抜






うにラップをかぶせて, 培養室で培養した. ラップは徐々に穴を空けながら 3-5 日間か
けて外し, 植物体を順化させた.  
 
1.2.5 フローサイトメーターを用いた倍数性の確認 
 倍数性の確認には核の抽出・染色キット Partec CyStain UV precise P (Partec) および, 
フィルターPartec 50 µm CellTrics disposable filter (Partec) を用いた. 0.5~1.0 cm角のトマ
ト本葉にExtraction Bufferを 400 µl滴下し, カミソリを用いて細かく切り刻んだ. フィル
ターを通過させて葉断片を除去し, 抽出液を試験管に集めた. そこに 1.2 ml の Staining 
Solution を加えて核を染色した. フローサイトメーターはプロイディーアナライザーPA
型 (Partec) を用い, WTの測定結果をコントロールとして, 二倍体の選抜を行った.  
 
1.2.6 導入遺伝子の確認とそのコピー数の調査 
1.2.6.1 ゲノミック PCRによる導入遺伝子の確認 
 形質転換体に目的の遺伝子が導入されていることを確認するためにゲノミック PCR
を行った. 簡易抽出 (1.2.2.1) により抽出したゲノム DNAをテンプレートとして, 導入
遺伝子の有無を確認した. プライマーにはカナマイシン耐性遺伝子の全長を増幅する
プライマー (NTPII-Fwおよび Rv, 表 1-1) と各導入遺伝子を特異的に増幅するプライマ
ー (バイナリーベクターのコロニーPCR に用いたものと同様) を用いて表 1-8 および




 ゲノミック PCR により標的遺伝子の導入が確認された個体に対して, 導入された数 
(以下コピー数) を確認するためにサザンブロット解析を行った. サザンブロット解析
に用いた試薬類の組成を表 1-9にまとめた.  
1) ゲノム DNAの制限酵素処理 
 T0 個体 (もしくは T1 個体) より 1.2.2.2 の方法でゲノム DNAを抽出し, 分光光度計 
(NanoDrop 2000) で濃度を測定した. ゲノム DNAと制限酵素 EcoR Iを用いて表 1-10に
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示した組成液を作製し, 37℃で 12-16時間反応させた. 反応後, 反応液に 3M酢酸ナトリ
ウム 30 µlと冷えたイソプロパノール 500 µlを加え, よく撹拌して-20℃で 20分間静置
した. その後, 20分間遠心 (4℃, 16,000 g) し, 上清を捨てた. そこに冷えた 70%エタノ
ールを 700 µl加え, よく混和し 10分間遠心 (4℃, 16,000 g) した. 遠心後, 上清を捨てて, 
室温で乾燥させ, 15 µlの DDWに溶解させた.  
 
2) ゲノム DNAの転写 
 15 µlの制限酵素処理ゲノムDNAにブロモフェノールブルー (BPB) とOrange Gを含
む 6 × Loading dye (TOYOBO) を 3 µl加え, 0.8%のアガロースゲル (SYBR Safe DNA gel 
stainを含む) により, 50 Vで 3時間電気泳動した. マーカーには DNA Molecular Weight 
Marker II, DIG-labeled (Roche) を用いた. 泳動後バンドがスメアになっていることを確
認し, ゲルをプラスチックタッパーに入れ DDW で洗浄した. 洗浄後, 脱プリン化溶液 
[0.25 M HCl] に浸し, 約 10分間振とう (Loading dye の BPBの青色が完全に黄色に変わ
るまで) することで加水分解反応を行った. 加水分解後のゲルを DDW で軽く洗浄し, 
変性溶液 [0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl] に浸して 30分間振とうした. 再度 DDWで洗浄し, 
20 × SSC [3 M NaCl, 0.3 M Sodium Citrate] に浸した.  
 転写はダウンワード法 (Chomczynski, 1992) に従って行った. ろ紙 4枚とメンブレン
Amersham Hybond – N+ (GE Healthcare) 1枚を切りだし (11.1 cm × 10 cm), あらかじめ 20 
× SSCに浸しておいた. キッチンペーパー1ロール分を重ね, その上にろ紙 2枚, メンブ
レン, ゲル, ろ紙 2枚の順に重ねた. さらにパラフィルム (3 cm × 12 cm) を 4辺に置き, 
1番上のろ紙の上に長く切り出したろ紙 (11.1 cm × 40 cm) を端がそろうように重ねた. 
長いろ紙の反対の端をタッパー内の 20 × SSC に浸るようにし, タッパーはメンブレン
よりも高い位置に来るように置いた. メンブレンおよびろ紙の上に電気泳動で用いた
ゲルトレイと重し (約 300 g) を乗せ, 2時間かけて転写させた. 転写されたメンブレン
は 5 × SSC で洗浄した後, キムタオル上で乾燥させ, UV crosslinker を用いて UV 固定
(70000 µJ/cm2)を行った.  
 
3) 標識プローブの作製 




いたプラスミド DNA (pIG-121-hm) と , NPTII 遺伝子の全長を増幅するプライマー 
(NTPII-Fwおよび Rv, 表 1-1) を用いて表 1-11に示した条件で PCRを行った. 1%のアガ
ロースゲル (SYBR Safe DNA gel stain を含む) で電気泳動し, 本来のバンドサイズより
も大きくなることを確認した. 次に, PCR産物 20 µlを新しいPCRチューブに移し, サー
マルサイクラーを用いて 100℃で 10分間熱変性させた後, 素早く氷入りの 100%エタノ




 ハイブリダイゼーションバックにメンブレンとあらかじめ 60℃に温めておいた High 
SDS Buffer [7% SDS, 50% Formamide, 5 × SSC, 50 mM sodium phosphate, 2% Blocking 
reagent, 0.1% N-lauroylsarcosine] を入れてシールし, 45℃で 30分間振とうした. その後, 




5) 抗 DIG抗体によるブロッティング 
 ハイブリバックからDIGプローブを回収し, メンブレンをタッパーに移して2 × Wash 
Buffer [2 × SSC, 0.1% SDS] で軽く洗浄し, 2 × Wash Buffer に浸して 37℃で 7分間振とう
した. この洗浄を 2度行った. 次に, 0.1 × Wash Buffer [0.1 × SSC, 0.1% SDS] で軽くすす
ぎ, 0.1 × Wash Buffer に浸して 60℃で 10分間振とうした. この洗浄も 2度行った.  
 10% Blocking reagent と Buffer 1を 1：4の割合で混合し, Buffer 2 を作製した. メンブ
レンを Buffer 2で軽く洗浄した後, Buffer 2に浸して 37℃で 2-3時間振とうした (水位が
減らないようタッパーにラップをかけた). 続いて, Anti-Digoxigenin-AP (Roche) のチュ
ーブを 5分間遠心 (4℃, 16,000 g) し, その上清 2.5 µlを 100 mlの Buffer 2に加えて抗体
溶液を作製した. タッパー内の Buffer 2を捨て, あらかじめ 37℃に温めておいた抗体溶
液を全量入れ, 37℃で 30分間振とうした.  
 
6) シグナルの検出 
 0.3%の Tween 20を加えた Buffer 1を作製し, 37℃に温めたこの溶液でメンブレンを軽
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く洗浄した後, 溶液に浸して 37℃で 10-15分間振とうした. これを 2度行った. 次に, 溶
液を Buffer 3に入れ替えて, 室温で 15分間振とうした. ハイブリバックにメンブレンを
移し, 1%の CDP-Star Detection Reagent (Roche) を含む 1 mlの Buffer 3をメンブレン表面
全体に滴下し, 乾燥させないようにして 5 分間放置した. その後, メンブレンをキムタ
オル上で乾燥させ, イメージングアナライザーLAS 4000 mini (FUJIFILM) を用いてシ
グナルの検出を行った.  
 
1.2.7 形質転換体 T1世代におけるホモザイガス, ヘテロザイガス, アザイガスの選抜 
 T0世代 (カルスから再生した個体) で導入遺伝子が 1コピーだった個体を選抜し, 自
殖させることで T1世代の個体を作出した. この T1個体は遺伝学的に分離し, 導入遺伝
子をホモで持つホモザイガス (ホモ, HO), ヘテロに持つヘテロザイガス (ヘテロ, HE), 
導入遺伝子を持たないアザイガス (AZ)が得られる. ゲノミックPCRと定量的PCRの手
法を用いてこれらの個体の選抜を行った.  
 初めに T1 個体から簡易抽出 (1.2.2.1) でゲノム DNAを抽出し, 1.2.6.1 の方法に従っ
て PCR を行った. ここでバンドの見られたものは次の定量的ゲノミック PCRの実験へ
と進め, バンドの見れなかった個体を AZとした.  
 定量的ゲノミック PCR には CFX96TM Real-Time PCR System (BIO-RAD) と
THUNDERBIRD SYBR® qPCR Mix (TOYOBO) を用いた. ゲノム DNAの濃度を分光光
度計 (NanoDrop 2000) で測り, 25 ng/µlになるよう TE Bufferで調製した. また, ゲノム
DNAサンプルの中から 1つ選び, スタンダード用の希釈系列 (50, 25, 12.5, 6.25 ng/µl) 
を調製した. 表 1-12に示した条件で, サンプル, スタンダード共に 2反復PCRを行った. 
プライマーはNPTIIの一部を増幅するプライマーNPTII-Copy No.-FwおよびRvと, 内部
標準としてトマトゲノム内に 1 コピー存在することが知られている Tomato Ascorbate 
Peroxidase (APX, Solyc06g005160) の―部を増幅するプライマーAPX-Copy No.-Fwおよ
び Rvを用いた (表 1-1). PCRの解析は Pfaffl法 (Pfaffl 2001) を用いて行い, 増幅量の高










30 mlコーニングチューブに組織片と約 5 mlの FAA (ホルマリン：氷酢酸：70%エタ
ノール = 1：1：18) を入れ, デシケータで 10分間の脱気を行った. 脱気終了後にサンプ
ルを軽く撹拌し, 続けて 2回目の脱気を行った. 2回行っても気泡が出てくる場合は, 同




ブチルアルコール (Wako) を用いて, 表 1-13で示す 6段階のブチルアルコール溶液を





アルコールの入った管ビンに移した. その管ビンを恒温器 (60℃) に入れ, 2時間後に管
ビン内のブチルアルコール (約 10 ml) と同量の融解したパラフィン (Wako) を加えた. 
そして, 24 時間恒温器 (60℃) でインキュベートした. その後, 恒温器から管ビンを取
り出し, 組織片をパラフィンごとシリコンケースに流し込み, 組織片の向きを整えた後, 
常温で 1日放置した.  
 
1.2.8.4 切片の切り出し 
1 日後パラフィンが固まったら, パラフィンブロックをメスで整形し, 木製ブロック
に溶けたパラフィンを用いて固定した . その後 , ミクロトーム  (MICROM HM325, 
Leica) を用いて 10 µm の厚さで切片を作製した. リボン上になった連続切片をスライ
ドグラスに乗せて, 切片とスライドグラスの間に蒸留水を流し込み, 42℃に設定したホ
ットプレートの上で 2~3 分ほどパラフィンを伸展させた. その後, スライドグラス上の






置した. 完全に乾燥したスライドグラスを 0.05%トルリジンブルー水溶液 (Wako) に 15
分間浸して染色し, 蒸留水で洗い流して 2 時間乾燥させた. その後, 染色した切片をド
ラフト内で 5~10 分間キシレン (Wako) に浸けてパラフィンを溶かした. キシレンから
取り出した後, エンテラン・ニュー (Merk) を数滴たらし, カバーグラスをかけ封入し




 2種類の GUS発現形質転換体〈FCC2p-GUS〉と〈FCC2-pt-GUS〉を用いて GUS染色
を行った.  
1.2.9.1 固定と染色 
 染色サンプルをサンプリングし, 冷やした 90%アセトンに氷上で 10分間浸けて固定
した. 幼苗の子葉, 胚軸および根を染色するときは, 1.2.4.2 と同様の方法で無菌播種を
行った. 次に, 表 1-14で示した組成でGUS染色液を調製し, 染色液でサンプルを共洗い
した後, GUS 染色液にサンプルを完全に浸した. 続けて, 15 分間脱気し, アルミで遮光




 インキュベートしたサンプルを 70%エタノールに浸して, 染色反応を停止させた. そ
の後, 1 時間おきに 80%エタノール→90%エタノール→100%エタノールに交換した. そ




 100%エタノールに浸かっているサンプルを水和させるため, 1時間おきに 90%→80%
→70%→50%→30%エタノールに交換し, 30%エタノールで一晩放置した. 水和したサン







1) total RNA精製 
 WTおよび各変異体と組換え体より縦径 1 mm以下のつぼみと発達段階別の雌蕊をサ
ンプリングした. 雌蕊はつぼみの縦径と開花日を目安にし, 5つのステージ (縦径 3 mm, 
4.5 mm, 6 mm, 開花 1日前, 開花日) に分けた. サンプリングした組織はすぐに液体窒
素につけて凍結させた. その組織から RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) を用いて total 
RNAを抽出した. 手順は付属のマニュアルに従った.  
 
2) total RNA内の DNA除去 
 DNA-Free RNA Kit (ZYMO RESEARCH) を用いて total RNAに混在する DNAを除去
した. 手順は付属のマニュアルに従った. DNA 除去後に分光光度計 (NanoDrop 2000) 
を用いて DNA除去後の total RNA濃度を測定した.  
 
3) cDNA合成 
 SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) を用いて cDNA 合成を行った. 表
1-15Aの反応液中に DNAを除去した RNAを 2)で測定した濃度をもとに 2.0 µg加え, 表
1-15Bの条件で反応させ, cDNAを合成した. そして, この合成した cDNA (100 ng/µl) を
RNase free waterで 10倍希釈 (10 ng/µl) したものを発現量解析の実験で使用した. また, 
複数のオリジナル cDNA (100 ng/µl) を混合し, スタンダード用の 5 倍希釈 cDNA (20 




 qRT-PCR 用 の プ ラ イ マ ー は Primer3Plus 
(http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) を用いて各標的遺伝子を特異的に増
幅するプライマーを作製した (表 1-16). また, YABBY family 遺伝子の CRCb, YAB1, 
YAB2, YAB3, YAB5a, YAB5b用のプライマーは Han et al (2015) の論文を参考に作製した 
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(表 1-16). プライマーの信頼性の確認のために 1.2.10.1で合成した cDNA (20 ng/µl) をテ
ンプレートに表 1-17の条件で PCRを行った. PCR産物を 1%アガロースゲルで電気泳動
し, 目的のサイズのシングルバンドが見られることを確認した.  
 
2) qRT-PCRとデータの解析 
 qRT-PCRには CFX96TM Real-Time PCR System (BIO-RAD) と SYBR® Premix Ex TaqTM 
II (TaKaRa) を用いた. スタンダード用の cDNA (20 ng/µl) を用いて, RNase free waterで
希釈系列 (10, 5, 1, 0.1 ng/µl) を作製した. 各測定サンプルとスタンダード溶液, および
qRT-PCR 用のプライマーを用いて表 1-18 の条件で PCR を行った. 測定後, メルトカー
ブが単一のピークを示していることを確認した. 内部標準には SAND (Solyc03g115810, 
Expósito-Rodríguez et al. 2008) を用いた.  
 そして, 得られた Cq値 (Threshold Cycle) をもとに, Pfaffl法 (Pfaffl, 2001) を用いて
遺伝子の相対発現量を求めた.  
 
1.2.11 データベースを用いた FCC2および関連遺伝子の解析 
1.2.11.1 FCC2タンパクとそのオーソログ遺伝子の解析 
先行研究 (羽尾, 修士論文 2014) により予測された FCC2 のアミノ酸配列を用いて, 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) の Conserved Domain Search 
(CD-Search; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) を利用し, タンパクに保存されているドメ
インを検索した. そして, FCC2のアミノ酸配列をもとに Sol Genomics Network (SGN; 
http://solgenomics.net/) のサイトを用いて Potato, Pepper, Eggplant, Tabacco のオー
ソ ロ グ 遺 伝 子 を 検 索 し , The Arabidopsis Information Resource (TAIR; 
https://www.arabidopsis.org/) のサイトを用いて Arabidopsis のオーソログ遺伝子を
検索した. それらのアミノ酸配列を GENETYX (Ver. 11) を用いて解析した. 
 
1.2.11.2 プロモーターおよびターミネーター領域の解析 
 FCC2/CRCa (Solyc01g010240) および CRCb (Solyc05g012050) の遺伝子の上流 5000 bp
と下流 2000 bpを SGNよりダウンロードし, センス鎖およびアンチセンス鎖に存在する




1.2.11.3 トマト YABBY family遺伝子の系統樹作成 
 SGN より YABBY 遺伝子のアミノ酸配列を入手し, その配列を Multiple Sequence 






1.3 第 1章 概要 
 
 第 1 章では EMS 処理によって作出された fcc2 変異体を用いて, 原因遺伝子の同定と
その遺伝子の機能解析を行った. fcc2 変異体の原因候補遺伝子 FCC2 は YABBY protein
をコードしており, その中の zinc finger domain 内にロイシン (Leu) からヒスチジン 
(His) へのアミノ酸置換が生じていた. 置換されたロイシンは植物や他のYABBY family
遺伝子で広く保存されている遺伝子であり, fcc2 変異体のアミノ酸置換は FCC2 の機能
に影響を与えていると強く示唆される. そして, fcc2 変異体の原因遺伝子候補 FCC2 
(Soly01g010240) の遺伝子発現抑制体 (FCC2-RNAi 組換え体) を作出した. その結果, 
FCC2/CRABS CLAWa (CRCa) およびそのパラログ遺伝子であるCRCbの発現が抑制され
た FCC2-RNAi 組換え個体は多重に重なりあった子房壁を形成し, 心皮の合成が WT に
比べて増加していることが示された. この心皮が過剰に形成される表現型が fcc2 変異
体の表現型と類似していたため, 原因候補遺伝子の FCC2は fcc2変異体の原因遺伝子で
ある可能性が高いと示唆される. さらに, FCC2-RNAi組換え個体の心皮の合成は雌蕊の
形成が完了した後も継続され, 花芽分裂組織様の組織を持つ果実様組織が形成された. 
また, 縦径 1 mmのつぼみおよび発達段階別の雌蕊を用いた遺伝子発現解析により, fcc2
変異体および FCC2-RNAi組換え個体で胚珠の形成を制御しているトマトDクラス遺伝
子 (TOMATO AGAMOUS LIKE11 (TAGL11) と MADS BOX PROTEIN3 (MBP3)) の発現が
減少していることが分かった. 雌蕊形成に関与してる他のクラスの遺伝子 (Cクラス, E
クラス ) には大きな発現の変化はみられなかった . よって , fcc2 変異体および
FCC2-RNAi組換え体では, WT に比べて心皮形成を誘導する複合体 (Cクラス＋Eクラ
ス複合体) が増加し, 胚珠を誘導する複合体 (D クラス＋E クラス複合体) が減少して
ると考えられる. この複合体の割合の変化が過剰な心皮の合成を誘導していると示唆
される. この心皮の過剰形成のメカニズムは, これまでに単離されている心皮形成が過
剰になる変異体とは異なっている. また, GUS 染色の結果, FCC2/CRCaは形成初期の雌
蕊の子房壁で強く発現していることが分かった. そして, CRCaおよびCRCbのプロモー
ターおよびターミネーターには AGAMOUS (AG) と LEAFY (LFY) の認識配列が多数




 以上のことから, FCC2CRCa は形成された心皮 (子房壁) で発現し, トマト D クラス
遺伝子の発現を誘導して, 心皮形成ステージから胚珠形成ステージへ移行させる働き
をしていると示唆される. 







プライマー名 目的 プライマー配列 (5'-3')
FCC2-RNAi-Fw RNAi コンストラクト TCCTCATCTCCTAATTCCTCTTGT

































M13-Fw コロニーPCR / シーケンシング GTAAAACGACGGCCAGT
M13-Rv コロニーPCR / シーケンシング CAGGAAACAGCTATGAC
gus-linker-Fw コロニーPCR / シーケンシング ATGTGGAGTGAAGAGTATCAGTGTG
gus-linker-Rv コロニーPCR / シーケンシング AAGCCAGTAAAGTAGAACGGTTTG
NPTII-Fw 遺伝子導入確認 ATGATTGAACAAGATGGATTGCAC
NPTII-Rv 遺伝子導入確認 TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG
NPTII-Copy No.-Fw 定量的ゲノミックPCR CCGGCTACCTGCCCATTC
NPTII-Copy No.-Rv 定量的ゲノミックPCR CGACAAGACCGGCTTCCAT
APX-Copy No.-Fw 定量的ゲノミックPCR TTTTACTTGTATATTCGAAGTGTGCCA































表1-3. A　コロニーPCRの反応液の調製 表1-3. B　PCR条件
Go-taq (Promega) 5.0 µl 95℃ 2 min
Forward Primer (10 µM) 0.5 µl 95℃ 30 sec
Reverse Primer (10 µM) 0.5 µl 55℃ 30 sec ×35 cycles
DDW 4.0 µl 72℃ 1 min
Total 10.0 µl 72℃ 5 min
4℃ ∞
表1-2. A　KOD-Plus-Neoを用いたPCR反応液の調製 表1-2. B　PCR条件
10 × PCR Buffer 2.0 µl 94℃ 2 min
dNTP Mixture (2 mM) 2.0 µl 98℃ 10 sec
MgSO4 (25 mM) 1.2 μl X℃ 30 sec ×35 cycles
Forward Primer (10 µM) 0.5 µl 68℃ Y
Reverse Primer (10 µM) 0.5 µl 68℃ 5 min
DDW 12.9 µl 4℃ ∞
KOD-Plus-Neo (TOYOBO) 0.4 µl X，アニーリング温度



































10×Buffer 2 (BioLabs) 2.0 µl
Hind III 0.3 µl




10×Buffer L (TOYOBO) 2.0 µl





Forward Primer (10 µM) 0.5 µl
Reverse Primer (10 µM) 0.5 µl
DDW 3.5 µl
Genome DNA 0.5 µl
Total 10.0 µl
表1-4. A　シーケンス用PCR反応液の調製 表1-4. B　シーケンス用PCR条件
Plasmid X µl 90℃ 1 min
5 × sequencing buffer 4.0 µl 96℃ 10 sec
Big Dye Terminator 0.5 µl 50℃ 5 sec ×25 cycle
primer ( 3.2 µM ) 1.0 µl 60℃ 4 min




5×In-Fusion HD Enzyme Premix 2.0 µl
Linearized Vector X µl
Cloning Enhancer-Treated or Gel Extracted PCR Fragment Y µl
MQ up to 10.0 µl
Total 10.0 µl
X, Linearized Vectorの量が約200 ngになるよう調製した.


































Genome DNA X µl
DDW 269 - X µl
Eco R I (10 units/µl) 1 µl
10 × H buffer 30 µl
Total 10.0 µl
X, ゲノムDNAが10 µgになるよう調製した.
表1-11. A　DIGプローブ作成用PCRの反応液の調製 表1-11. B　PCR条件
PCR Buffer 5.0 µl 95℃ 7 min
PCR DIG Labeling Mix 5.0 µl 95℃ 30 sec
Forward Primer (10 µM) 2.5 µl 56℃ 30 sec ×35 cycles
Reverse Primer (10 µM) 2.5 µl 72℃ 1 min 30 sec
Enzyme Mix 0.75 µl 72℃ 7 min
DDW 33.25 µl 4℃ ∞
Plasmid DNA 1.0 µl
Total 50.0 µl
表1-12. A　定量的ゲノミックPCRの反応液の調製 表1-12. B　PCR条件
SYBR qPCR Mix (TOYOBO) 10.0 µl 95℃ 1 min
Forward Primer (10 µM) 0.6 µl 95℃ 15 sec
Reverse Primer (10 µM) 0.6 µl 60℃ 30 sec × 40 cycles
MQ 7.8 µl




脱プリン化溶液 0.25 M HCl
変性溶液 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl
20 × SSC 3 M NaCl, 0.3 M Sodium Citrate
High SDS Buffer 7% SDS, 50% Formamide, 5 × SSC, 50 mM sodium phosphate, 2% Blocking reagent, 0.1% N-lauroylsarcosine
2 × Wash Buffer 2 × SSC, 0.1% SDS
0.1 × Wash Buffer 0.1 × SSC, 0.1% SDS
Buffer 1 0.15 M NaCl, 0.1 M Maleic acid, pH 7.5 (7.5 g/L NaOH)
Buffer 2 10% Blocking reagent と Buffer 1 を1：4で混合
Buffer 3 0.1 M Tris, 0.1 M NaCl, pH 9.5



































リン酸バッファー (pH7.0) 2.5 ml 100 mM
EDTA (pH8.0) 100 µl 10 mM
フェロシアン化カリウム (50 mM) 500 µl 5 mM
フェリシアン化カリウム (50 mM) 500 µl 5 mM
10% トリトンX-100 50 µl 0.10%





溶液 ブチルアルコール エタノール DW
① 10 ml 40 ml 50 ml
② 20 ml 50 ml 30 ml
③ 35 ml 50 ml 15 ml
④ 55 ml 45 ml 0 ml
⑤ 75 ml 25 ml 0 ml
⑥ 100 ml 0 ml 0 ml
表1-15. A　cDNA合成反応液の調製 表1-15. B　cDNA合成反応条件
5 × VILO Reaction mix 4 µl 25℃ 10 min
10 × SuperScript Enzyme mix 2 µl 42℃ 60 min
RNA (2.0 µg) X µl 85℃ 5 min



































Primer name Target gene Solyc ID Forward Reverse
FCC2-qRT-1 FCC2/CRCa  (※1) Solyc01g010240 GCGTATTAAAGCAGCACATCCAC TCTCAGCCAAGGTCCCATTT
FCC2-qRT-2 FCC2/CRCa  (※1) Solyc01g010240 AGAAGCTTTCAGTGCAGCAG CTTCCAGTGCAAGTAGAATTATTCC
YAB1 Solyc01g091010 CAAAGCCACCAGTCGCAAACAGA CGTTGGATCTCGTCCTTGATGAATCG
YAB2 Solyc06g073920 CACTTGACATGACATATTCCTCCTCTTC ATGGAACGCTAACCGCAAGAATTG
CRCb Solyc05g012050 GCTTCCATCTGCCTACAATCG GCTTCTCTATGTGGTATCTCTGG
YAB3 Solyc08g079100 CACCTTCCTCCTCCACCTCCTT GTCCACATCGAACCGTCACAGT
YAB5a Solyc07g008180 TATTGTTCTTGCGGTGAGTGTTCCAT GCCACGAAGCAGAAGAAGAGGAC
YAB5b Solyc12g009580 TTGTGGTCCGTTAATATGGCTGCT GAGTAGAGTTGTTTGTGATGGATGATGAAG
INO Solyc05g005240 TACCCCAACATGACTCACAAGC TTGCTATCTCTTGGGACCATGG
FAS Solyc11g071810 AGCTCTACCCCTTCAAGATGTTC CGTTGTCTTTTCTCTGGTGGA
WUS Solyc02g083950 AAGAAGAGGCTCATTGCTGCTG ACCCCATGTGAAGATGGTGATG
CLV1/FAB Solyc04g081590 CTCGCCAAATTCTTGCAGGATG TTCACCTACTGGCTTGTGACC
CLV2 Solyc04g056640 GACACAGCTCAACTTGTCACAC ATGCCTCGACAATCCTACTTGG
CLV3 Solyc11g071380 GCTCCTGTGAAACTCCTAAACAG TGATGCAATGGATCAGGACCAG
CLE3 Solyc02g067550 GCAGCCAAAACAGTTACTGGAAC TCAAGCTCGGATGCGTGTTATC
CLE9 Solyc06g074060 GCTGCGTGATCACTTCATTCAC TGATGATGCAAAGGGTCTGGAC
FIN/HPAT3 Solyc11g064850 CCTCTTCCTGAAGGATTGGATCG AGATCTCCACGAGCCAAGTTTG
BEL1-like Solyc08g081400 TGATGGAGACTCATCCTTGGAG CCAGTTTGGCGAGCTAAAATG
FW2.2 Solyc02g090730 GAGCTTAAGAACCGTGGCTTTG GCATACATTTCACCTGGTCATGC
FW3.2 Solyc03g114940 GCTGGAAATGCTGCAGATGAAG CCAACTTCAGCGTCGATTTCAC
TAG1 Solyc02g071730 GCAGAAGAGGGAAGTTGATTTACAC GTCTAGGGTAATGGTTGTTGGTTTG
TAGL1 Solyc07g055920 TGGAGGAACTGGTGGAGGA CAGCATGGTGTTTCTTGTACCTATC
TAGL11 Solyc11g028020 TTTCTCTACTCGTGGTCGACTC TGTACGCACTAGACGTTTCTGC
MBP3 Solyc06g064840 ACCTCTAATGCTTGCACCACTC AATCCTTCACCAACCAGATGCC
TM5 Solyc05g015750 AAGCATTGCAGCGATCACAG GGCTTCGTTCAATGCATGTTCC
TM29 Solyc02g089200 TCCCTCAAACACATTAGGTCCAC ATTGAGGATGTTGCTGCTGACC
SAND Solyc03g115810 TTGCTTGGAGGAACAGACG GCAAACAGAACCCCTGAATC
※1, FCC2-RNAi組換え体の発現解析には‘FCC2-qRT-2’をそれ以外では‘FCC2-qRT-1’を用いた.
Primer Sequence (5'-3')
表1-17. A　プライマー評価PCRの反応液の調製 表1-17. B　PCR条件
Go-taq (Promega) 10.0 µl 95℃ 2 min
Forward Primer (10 µM) 0.8 µl 95℃ 30 sec
Reverse Primer (10 µM) 0.8 µl 60℃ 30 sec × 40 cycles
MQ 7.9 µl 72℃ 30 sec
cDNA (20 ng/µl) 0.5 µl 4℃ ∞
Total 20.0 µl
表1-18. A　qRT-PCRの反応液の調製 表1-18. B　PCR条件
SYBR Premix EX Taq II (TaKaRa) 10.0 µl 95℃ 30 sec
Forward Primer (10 µM) 0.8 µl 95℃ 5 sec
Reverse Primer (10 µM) 0.8 µl 60℃ 30 sec × 40 cycles
RNase Free Water 7.4 µl
























RB HSP ter NOS terNPT II LB35S pro FCC2 NOS pro
RB HSP ter NOS terNPT II LB35S pro mFCC2 NOS pro





RB NOS terNPT II LBFCC2 pro HPTGUS
RB NOS terNPT II LBFCC2 pro HPTGUS FCC2 ter
図1-2 構築したコンストラクト
A, FCC2過剰発現用コンストラクト. B, FCC2発現抑制用コンストラクト. C, GUS発現
解析用コンストラクト.
RB, right border; LB, left border; NPT II, カナマイシン耐性遺伝子; HPT, ハイグロマイシ




















 ses変異体は筑波大学で作出されている ‘Micro-Tom’ 変異体集団のガンマ線照射個体
より単為結果を示す個体として単離された変異体である. 先行研究 (羽尾, 修士論文
2014) により, ses変異体は花粉を形成せず, さらに未成熟な胚珠を形成することから両
性不稔性を示すことが分かっている. そして, 雌雄不稔性を示すにも関わらず果実を形
成することから単為結果性を有していることが明らかになっている. また, 遺伝学的解
析よりに ses 変異体の原因遺伝子は単因子劣性であることが分かっている. さらに, 原
因遺伝子の単離のために, ‘Ailsa Craig’ との交配 F2集団を用いたマップベースドクロー
ニングおよび, 変異体の全ゲノムシーケンス解析を実施している. その結果, ses変異体
には, 第 7染色体上に座乗している“Solyc07g063670” (SES) 上に 13 bpの欠損が見つ
かり, フレームシフトにより本来より短いタンパクが合成されていると示唆されてい
る. また, SESはそのアミノ酸配列より Plant transcription factor NOZZLEをコードしてお
り, 転写因子として働くと示唆されている. シロイヌナズナにおけるオーソログ遺伝子
である SPOROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ) は花粉および胚珠の形成に重要な遺伝子
であることが報告されている (Schiefthaler et al., 1999; Liu et al., 2009). さらに, SPL/NZZ
は EARモチーフを持ち, TOPPLESS (TPL) と複合体を形成することで, 転写抑制因子と
して生体内で働いていると報告されている (Chen et al., 2014; Wei et al., 2015). しかし, 
トマトにおける SPL/NZZ の報告例は未だにない. 一方, トマトにおいては, シロイヌナ
ズナDYSFUNCTIONAL TAPETUM (AtDYT1) のホモログ遺伝子であるTomato Male Sterile 
1035 (MS1035) が減数分裂とタペート組織の形成に重要であることが報告されている 
(Zhang et al., 2006; Jeong et al., 2014). そして, INHIBITOR OF MERISTEM ACTIVITY (IMA) 
はWUSの発現を抑制し, 花芽形成のABCモデルにおけるDクラス遺伝子の発現を誘導
することが報告されており, IMAの発現抑制個体は心皮と胚珠形態に異常がみられるこ
とが分かっている (Sicard et al., 2008). しかし, トマトにおける配偶子形成に関する報
告は少なく, 未だに未解明な部分が大きい. そこで, 本章では配偶子形成に変異のある








 トマトの矮性品種であるマイクロトム (Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’) の野生株 
(図 I) とガンマ線照射によって作出された雌雄不稔性を示す sexual sterility (ses) 変異体
および ses2変異体を用いた.  
 栽培方法は第 1章と同様.  
 
2.2.2 トマトゲノム DNAの抽出 
 第 1章参照.  
 
2.2.3 形質転換用コンストラクトの構築 
2.2.3.1 遺伝子過剰発現 (Over expression (OX)) コンストラクトの構築 
 OX コンストラクトの構築は基本的に第 1 章の 1.2.3.2 の手順に準じて行った. SES 遺
伝子をクローニングするために, 翻訳開始コドンから終始コドンまでを増幅させるプ
ライマーSES-OX-FwおよびRv (表2-1) を用いて, つぼみ由来のcDNA (10 ng/µl) をテン
プレートに表 1-2の条件で PCRを行った. アニーリング温度は 55℃, 伸長時間は 1分と
した . 続いて , PCR 産物にアデニンを付加し , ゲル抽出した後 , pCR8/GW/TOPO 
(Invitrogen) に TA クローニングにより導入した. 大腸菌 (DH5α 株) にプラスミド導入
後, コロニーPCR を行った. プライマーはエントリーベクター内の配列である M13-Fw
と M13-Rv もしくはクローニングに用いた SES-OX-Rv プライマー (表 2-1) を用い, 表
2-2 の条件で PCR を行った. 次に, プラスミドの導入が確認されたコロニーより, プラ
スミドを抽出し, シーケンスにて標的配列を確認した. 正しく標的配列が導入されたプ
ラスミドを選抜し, LR反応によりディスティネーションベクターに導入した. ディステ
ィネーションベクターは 35S プロモーターによる過剰発現を誘導する pBI-OX-GW 
(INPLANTA INNOVATIONS) を用いた. そして, 大腸菌 (DH5α 株) に正しくバイナリ
ーベクターが導入されたか確認するために, コロニーPCR を行った. クローニングの際
に用いたプライマーSES-OX-Fwおよび Rv (表 2-1) で表 2-2の条件で PCRを行った. さ
らに, 抽出したプラスミドをテンプレートにプライマー35S-promoter-Fw と SES-OX-Rv
を用いて表 1-2の条件で再度 PCRを行い, 電気泳動でバンドのサイズを確認した. アニ
ーリング温度は 55℃, 伸長時間は 2 分とした. 続いて, 正しくバンドが確認されたプラ
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スミドの標的配列をシーケンス解析にて確認した. その際, プライマーは SES-Seq-Fw, 
SES-Seq-Rv 1, SES-Seq-Rv 2そして SES-OX-Rvの 4種類 (表 2-1) を用いた. ここで構築
されたコンストラクトを〈SES-OX〉とした (図 2-1B, 2-2A).  
 
2.2.3.2 遺伝子発現抑制 (RNAi) コンストラクトの構築 
 RNAi コンストラクトの構築は基本的に第 1 章の 1.2.3.2 の手順に準じて行った. SES
遺伝子の標的配列をクローニングするために, プライマーSES-RNAi-Fw および Rv (表
2-1) を用いて表 1-2 の条件で PCR を行った. アニーリング温度は 55℃, 伸長時間は 1
分とした. 続いて, PCR 産物にアデニンを付加し, ゲル抽出した後, pCR8/GW/TOPO 
(Invitrogen) に TA クローニングにより導入した. 大腸菌 (DH5α 株) にプラスミド導入
後, コロニーPCR を行った. プライマーはエントリーベクター内の配列である M13-Fw
と M13-Rv もしくはクローニングに用いた SES-RNAi-Rv プライマー (表 2-1) を用い, 
表 2-2 の条件で PCR を行った. 次に, プラスミドの導入が確認されたコロニーより, プ
ラスミドを抽出し, シーケンスにて標的配列を確認した. 正しく標的配列が導入された
プラスミドを選抜し, LR反応によりディスティネーションベクターに導入した. ディス
ティネーションベクターは pANDA35HK vector (図 2) を用いた. そして, 大腸菌 (DH5α
株) に正しくバイナリーベクターが導入されたか確認するために, コロニーPCRを行っ
た. プライマーは gus-linker-Fw または gus-linker-Rv と SES-RNAi-Rv プライマーを用い
て (表 2-1), 表 1-3 に示した条件で PCR を行った. 続いて, 正しくバンドが確認された
プラスミドの標的配列をシーケンス解析にて確認した . その際 , プライマーは
gus-linker 配列を認識するプライマーgus-linker-Fw および Rv を使用した (表 2-1). ここ
で構築されたコンストラクトを〈SES-RNAi〉とした (図 2-1B, 2-2B).  
 
2.2.3.3 遺伝子全長導入コンストラクトの構築 
 遺伝子全長導入コンストラクトの構築は基本的に第 1 章の 1.2.3.3 の手順に準じて行
った. 初めに, SESのプロモーター領域 (2563 bp) からターミネーター領域 (763 bp) を
含む全 4636 bpのクローニングを行った. In-Fusion用のプライマーSES-Promoter-Fwおよ
び SES-Terminator-Rv (表 2-1) を用いて, WTのゲノムDNAをテンプレートに表 1-2に示
した条件で PCR を行った. アニーリング温度は 57℃, 伸長時間は 3 分とした. その後, 
PCR 産物にはエンハンサーを付加した. 次に, バイナリーベクター (pBI121hm) に制限
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酵素 Hind IIIと Sal Iを 37℃で一晩処理した (表 2-3). さらに, サーマルサイクラーを用
いて 80℃で 20分間処理し, 制限酵素を失活させた. そして, PCRフラグメントと直鎖状
のバイナリーベクターを表1-8の組成で調製し, In-Fusionを行った. 続いて, 大腸菌コン
ピテントセル (DH5α) に導入し, あらわれたコロニーに対してコロニーPCR を行った. 
コロニーPCRは SES遺伝子上の一部を増幅するプライマーSES-Check-Fwおよび Rv (表
2-1) を用いて表 1-3 の条件で行った. さらに, 選抜されたコロニーからプラスミドを抽
出してシーケンス解析を行い, 正しく標的配列が導入されているプラスミドベクター
を選抜した. その際, プライマーは pIG121hm-Fw1と pIG121hm-Rv4 (表 1-1, 2-1) を用い
た. ここで構築した SES のプロモーターからターミネーターまで含むコンストラクト
を〈SES-Whole Genome〉とした (図 2-1A, 2-2C).  
 
2.2.3.4 GUS 発現形質転換コンストラクトの構築 
 GUS発現コンストラクトの構築は基本的に第1章の1.2.3.3の手順に準じて行った. 初
めに, SESのプロモーター領域 (2563 bp) をクローニングするために In-Fusion用のプラ
イマーSES-Promoter-Fwおよび Rv (表 2-1) を用いて表 1-2 に示した条件で PCR を行っ
た. アニーリング温度は 57℃, 伸長時間は 1分 30 秒とした. その後, PCR 産物にはエン
ハンサーを付加した. 次に, バイナリーベクター (pBI121hm) に制限酵素 Hind III と
Xba Iを 37℃で一晩処理した (表 1-7). さらに, サーマルサイクラーを用いて 80℃で 20
分間処理し, 制限酵素を失活させた. そして, PCR フラグメントと直鎖状のバイナリー
ベクターを表1-8の組成で調整し, In-Fusionを行った. 続いて, 大腸菌コンピテントセル 
(DH5α) に導入し, あらわれたコロニーに対してコロニーPCR を行った. コロニーPCR
は SESのプロモーターの一部を増幅するプライマーSES-Check-Fw2および Rv2 (表 2-1) 
を用いて表 1-3 の条件で行った. さらに, 選抜されたコロニーからプラスミドを抽出し
てシーケンス解析を行い, 正しく標的配列が導入されているプラスミドベクターを選
抜した. その際, プライマーは pIG121hm-Fw1と pIG121hm-Rv1 (表 1-1) を用いた. ここ
までで構築された SESのプロモーター領域が導入されたコンストラクトを〈SESp-GUS〉
とした (図 2-1A, 2-2D).  
 上記で構築された〈SESp-GUS〉にさらに, SESのターミネーター領域を導入するため
に, SES のターミネーター領域 (763 bp) のクローニングを行った . プライマーは
SES-Terminator-Fwおよび Rv2 (表 2-1) を用いて, 表 1-9の条件で PCRした. 次に, ゲル
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抽出した PCR産物と Sac I処理により直鎖状にした〈SESp-GUS〉を用いて, 表 1-8に示
した組成で In-Fusion 反応を行った.  続いて, 大腸菌コンピテントセル (DH5α) に導入
し, あらわれたコロニーに対してコロニーPCR を行った. コロニーPCR はプライマー
SES-Terminator-Fw および pIG121hm-Rv2 (表 1-1, 2-1) を用いて表 1-3 の条件で行った. 
さらに, 選抜されたコロニーからプラスミドを抽出してシーケンス解析を行い, 正しく
標的配列が導入されているプラスミドベクターを選抜した . その際, プライマーは
pIG121Hm-Fw2および Rv3を用いた (表 1-1). ここで構築された SESのプロモーター領
域およびターミネーター領域が導入されたコンストラクトを〈SESpt-GUS〉とした (図
2-1A, 2-2D).  
 
2.2.3.5 FCC2および TCP29に RARモチーフを結合させたコンストラクトの構築 
 FCC2および TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF29 (TCP29) に SES由来の EAR
モチーフを結合させたコンストラクトを構築した. 初めに, SES のプロモーター, ター
ミネーターおよび EARモチーフを持つバイナリーベクターの外骨格を作製するために, 
プライマーSESall-EAR motif-Fwと SESall-Promoter-Rv (表 2-1) を用いて, 〈SES-Whole 
genome〉コンストラクトのプラスミドベクターをテンプレートに表 2-4に示した条件で
Inverted PCRを行った. その PCR産物に Dpn Iを加えて (表 2-5), 37℃で 1時間インキュ
ベートし, 大腸菌由来のプラスミド DNAを消化した. さらに, Wizard SV Gel and PCR 
Clean-Up System (Promega) を用いて, 付属のプロトコールに従い PCR産物を精製した. 
次に, 挿入するフラグメント FCC2 および TCP29 を増幅するために, 表 1-2 の条件で
PCRを行った. プライマーは FCC2フラグメント増幅に FCC2-EAR motif-Fwおよび Rv, 
TCP29フラグメント増幅にTCP29-EAR motif-FwおよびRv (表 2-1) を用いた. アニーリ
ング温度は FCC2フラグメント増幅時 60℃, TCP29フラグメント増幅時 56.7℃, 伸長時
間は共に 1分とした. PCR 産物をゲル抽出した後, バイナリーベクターと組み合わせて, 
表 1-8 の反応液を調製し, In-Fusion 反応を行った. 続いて, 大腸菌コンピテントセル 
(DH5α) に導入し, あらわれたコロニーに対してコロニーPCR を行った. コロニーPCR
は FCC2 または TCP29 の CDS の途中から SES の終始コドンまでを増幅する
FCC2-CDS-Fwまたは TCP29-CDS-Fwと SES-OX-Rv (表 2-1) を用いて表 1-3の条件で行




は SES-for seq-Fwおよび SES-OX-Rvを用いた (表 2-1). ここで構築された FCC2のCDS
が導入されたコンストラクトを〈SESpt-FCC2-EAR〉とし, TCP29が導入されたコンスト
ラクトを〈SESpt-TCP29-EAR〉とした (図 2-1A, 2-2E).  
 
2.2.4 アグロバクテリウム法によるトマトへの形質転換 
 第 1章参照.  





 第 1章参照.  
 
2.2.6 導入遺伝子の確認とそのコピー数の調査 
 第 1章参照.  
 
2.2.7 形質転換体 T1世代におけるホモザイガス, ヘテロザイガス, アザイガスの選抜 
 第 1章参照.  
 
2.2.8 sesおよび ses2変異体識別 DNAマーカーによる変異体の選抜 
2.2.8.1 ses変異体を識別する DNAマーカーの作製とそれを用いた変異体の選抜 
 SES 全長導入組換え個体の作出により, これまで使用していた DNA マーカーでの選
抜が不可能になったため, 新しい DNA マーカーを作製した. 初めに, WT と ses 変異体
の SES遺伝子を比較し, [Genetyx ver.11] を用いて 2つのゲノムを差別化できる制限酵素
を選抜した. 次に, 〈SES-Whole genome〉コンストラクトは増幅せず, 内在の SES遺伝
子を増幅できるプライマーセットを作製した.  
 内在の SES 遺伝子およびその変異部位を増幅するプライマーSES-markaer を用いて 
(表 2-6), 表 2-7ABの条件で PCRを行った. 続いて, PCR産物に制限酵素 Bsl Iを表 2-7C
に示した組成で加えて, 55℃で 6 時間以上インキュベートした. そして, 2%アガロース





2.2.8.2  ses2変異体識別マーカーの作製とそれを用いた変異体の選抜 
 NBRP トマト ‘Micro-Tom’ 変異体集団より単離された ses2 変異体において SES 遺伝
子上の変異の有無を識別する DNAマーカーを作製した.  
1) SES遺伝子のシーケンス解析 
 初めに, プライマーSES-Marker (Forward, 表 2-6) と SES-Terminator-Rv2 (表 2-1) の組
み合わせで, 表 1-2の条件で PCRを行った. アニーリング温度は 55℃, 伸長時間は 1分
20秒とした. 次に, その PCR産物を 1%ゲルで電気泳動を行い, バンドをゲル抽出した. 
そして, ゲル抽出DNAを用いて表 1-4で示した条件でシーケンシング解析を行った (プ
ラスミドの代わりにゲル抽出 DNA をテンプレートとした). その際, プライマーは
SES-Seq-Fw, SES-Seq-Fw2, SES-Seq-Fw3そして SES-Seq-Fw4の 4種類を用いた (表 2-1). 
シーケンスデータは [Genetyx ver.11] で解析し, ses2変異体の持つ変異を単離した.  
 
2) DNAマーカーの作製とそれを用いた変異体の選抜 
 DNAマーカーは [dCAPS Finder 2.0 (http://helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html)] を用いて
作製した.  
 ゲノム DNAをテンプレートにプライマーに SES2-Markerを用いて表 2-8ABの条件で
PCRを行った. 続いて, その PCR産物に Taqα Iを表 2-8Cの組成で加えて, 65℃で 6時間
以上インキュベートした. そして, 2.5%のアガロースゲルで制限酵素処理後 PCR産物を
泳動して, バンドパターンの違いで, ses2変異体の選抜を行った.  
 
2.2.9 アレリズムテスト 
 ses変異体と ses2変異体の原因遺伝子が同一 (Solyc07g063670) であるか調査するため
に, ses変異体と ses2変異体を交配し, 交配第一世代 (F1) の表現型を観察した. その際, 
ses 及び ses2 変異体のホモ個体は雌雄不稔性を示すため, DNA マーカー (2.2.8) により
変異をヘテロで持つ個体を選抜し, 交配親として使用した.  
 
2.2.10 パラフィン切片の作製と光学顕微鏡を用いた観察 




2.2.11 GUS 染色 
 第 1章参照.  
 
2.2.12 qRT-PCRによる遺伝子発現解析 
 第 1章参照. 使用したプライマーは表 2-9にまとめた.  
 
2.2.13 データベースを用いた SESおよび関連遺伝子の解析 
SESや関連遺伝子の塩基配列および, アミノ酸配列は Sol Genomics Network (SGN; 
http://solgenomics.net/) のサイトを用いて検索した. そして, タンパクに保存されてい
るドメイン検索は National Center for Biotechnology Information (NCBI) の Conserved 
Domain Search (CD-Search; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) を利用した. また, シロイ
ヌナズナのホモログ遺伝子 SPL/NZZ とのタンパク配列の比較には , The European 
Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) の EMBOSS Needle (Pairwise Sequence Alignment; 









2.3.1 公共データベースを利用した SES遺伝子の解析 
2.3.1.1 SESタンパク質の持つモチーフの探索 
 SES タンパク質のシロイヌナズナにおけるホモログタンパク質 SPL/NZZ は, その C
末端側に EARモチーフ (LxLxL; Kagale and Rozwadowski 2011) を持つことが明らかに
なっている (Chen et al. 2014; Wei et al. 2015). トマト SESにも EARモチーフがあるか確
かめたところ, SESタンパク質の C末端 345-351 a.a.に EARモチーフが確認された (図
2-3). また , ドメイン検索を行ったところ , 29-215 a.a. に [Plant transcription factor 




 続いて, SESの転写開始点より上流 5000 bpと転写終了点より下流 2000 bpに存在する
AGの結合配列を検索した. その結果, SESにはその上流のアンチセンス鎖に 1か所と下




 ses変異体の開花期における雌蕊と葯の観察を行った (図 2-5). 初めに, ses変異体の開
花期の花器を観察したところ, 先行研究 (羽尾, 修士論文 2014) と同様に ses 変異体は
萎れた葯を形成した (図 2-5A). 次に, ses 変異体の子房の大きさを WT と比較したとこ
ろ, WTの子房は横径が 1.28 mm, 縦径が 1.41 mmであったのに対し, ses変異体の子房は
横径が 1.05 mm, 縦径が 1.29 mmであった (図 2-5B, C). 横径, 縦径とも ses変異体が有
意に小さかった. 続いて, 開花期葯の横断切片を作製し, 光学顕微鏡で観察した. その
結果, WTは 1つの葯につき, 維管束を中心に 4つの葯室を形成し, その中には花粉が確






 次に, ses変異体における胚珠および葯の発達を観察するために, つぼみの発達段階別
でステージ分けし (縦径 1-2, 2-3, 4-5, 6-7 mm), 切片を作製した. 葯の横断切片の観察を
行ったところ, WTでは 1-2 mmのつぼみの段階で維管束の周りに 4つの葯室が確認でき, 
その中には花粉母細胞 (PMC, pollen mother cell) が形成されていた. 2-3 mmのつぼみに
おいて, 葯ではタペート組織 (T, tapetum) と減数分裂細胞 (MC, meiotic cell) が確認さ
れ, 4-5 mmのつぼみではタペート組織は分解が進んでいた. さらに, 4-5 mmのつぼみに
なるまでに花粉母細胞は減数分裂を行い小胞子 (Msp, microspore) を形成した. 6-7 mm
のつぼみでは成熟した花粉が確認された (図 2-6A). 一方, ses 変異体は全てのステージ
において, 維管束と表皮は確認されたが, その他の組織の発達は確認されなかった (図
2-6A). 
 続いて, 発達段階別の子房の横断切片を観察した. 1-2 mmのつぼみの子房内ではWT
および ses 変異体共に胎座より胚珠原基 (OP, ovule primordia) が形成されていた (図
2-6B). WT は 2-3 mmのつぼみの時点ではっきりとした大胞子母細胞 (MMC, megaspore 
mother cell) が観察され, さらにそれを囲う様に珠皮 (OI, ovule integument) が形成され
ていた. 4-5 mm のステージでは, 珠皮が完全に大胞子母細胞 (珠心) を囲んでおり, そ
の後開花期まで大きな変化は見られなかった (図 2-6C). 一方, ses変異体は 2-3 mmのつ
ぼみにおいて, 明確な大胞子母細胞やそれを囲う珠皮は形成されなかった. その後の
4-5 mm, 6-7 mmのつぼみにおいても胚珠の発達は確認されず, 湾曲した未熟な胚珠を形
成した (図 2-6B, C). 
 
2.3.3 ses2変異体 (e0417) の解析 




 ses2 変異体は ses 変異体同様に萎れた葯を形成し, その中に花粉は確認されなかった 
(図 2-7A). さらに, WT の花粉を ses2 変異体のめしべに受粉させても種子の入った果実
は形成しなかった. これらの結果から ses2 変異体は ses 変異体同様, 両性不稔性を持つ






 ses2変異体が ses変異体と同じ表現型を示しため, ses変異体の原因遺伝子候補である
SES (Solyc07g063670) 内に変異を持つかどうかシーケンス解析を行った . その結果, 
ses2 変異体で SES の第一エキソン内 (翻訳開始の塩基から数えて 475 番目) に C (シト
シン) から T (チミン) への塩基置換がみられた. また, その塩基置換によりアミノ酸の
グルタミン (Gln) がストップコドンへと変化し (ナンセンス変異), 翻訳が途中で止ま
っていることが分かった (353 a.a.から 156 a.a.; 図 2-7C). 
 
2.3.3.3 アレリズムテスト 
 次に, ses変異体と ses2変異体の原因遺伝子が同一であることを確かめるために, アレ
リズムテストを行った. どちらの変異体も変異をホモで持つと両性不稔性を示すこと
から, 変異をヘテロで持つ個体を DNA マーカーで選抜し, 交配を行った. その F1世代
の表現型を観察した結果, 分離比が ses型 : WT型 = 4 : 15になった (表 2-10). さらに, 
それら F1個体の遺伝子型を調査した結果, ses 型を示した個体は ses 変異と ses2 変異を
同時に保持し, WT 型を示した個体はどちらか一方の変異を持つかどちらの変異も持っ




 構築したコンストラクトされた〈SES-RNAi〉(図 2-2B) はアグロバクテリウムを介し
てトマト ‘Micro-Tom’ に遺伝子導入した. その結果, SES 遺伝子の抑制組換え体 (以下
SES-RNAi組換え体) の T0個体を 64個体獲得した. その中から, ゲノム DNAの抽出が
できたものおよび PCR により導入遺伝子の導入が確認できたものにおいて, サザンブ
ロット解析を行った. サザンブロット解析により, SES-RNAi 組換え T0 個体は 36 系統 
(内シングルコピー15系統) に分けることができた (図 2-9). 
 
2.3.4.2 SES-RNAi組換え体の解析 




現型を示す個体もあった (図 2-10A, B). 組換え個体の葯の中には稔性のある花粉が形
成されており, 果実および種子もWT と同様に形成することができた (図 2-10A, C). 次
に, 開花期の花器の切片を作製し, 胚珠および花粉, 葯の観察を行った . その結果, 
SES-RNAi組換え個体は正常に胚珠を形成することが分かった (図 2-11A). また, WT で
は 1つの葯に 4個の葯室ができるが, SES-RNAi組換え体でそれが崩れ, 葯室が 2-3個に
なっていた. さらに崩壊が進んでいた葯の葯室には花粉が観察されなかった  (図
2-11B).  
 続いて, T1 世代へと進める系統を選抜するために, 組換え T0 個体の果実特性として
果実重, 子室数, 種子数を調査した (図 2-12). シングルコピーでかつ果実重が軽く, 1果
実あたりの種子数が少ない系統である#14, #38, #49の 3系統を後代へと進めた (ここで
十分な種子数が確保できなかったものは除外した). そして, T1 世代における果実特性 
(果実重, 果実サイズ, 子室数, 種子数) を, 導入遺伝子をホモで持つ系統と導入遺伝子
を持たないアザイガス (AZ) 個体で比較した. 調査した結果, 調査項目すべてでホモザ
イガス (HO) 系統の方が減少する傾向にあった (図 2-13). また, #14 系統では果実重, 
果実サイズ, 種子数に有意差がみられた (図2-12A, B, C, E). また, ses変異体が両性不稔
性を示すことから, T1個体より採種された種子の発芽能力を調査した. 著しく発芽率が
減少する系統はなかったが, AZ 個体に比べて HO 個体は発芽しない割合が高くなった 
(図 2-14). 
 続いて, SES-RNAi 組換え体において SES の発現が目的通りに抑制できているかどう
かを確認するために, T2世代の組換え体を用いて, SESが高発現する早いステージのつ
ぼみ (縦径 1 mm以下) 全体から cDNAを合成し, 発現解析を行った. その結果, HO個




 構築したコンストラクト〈SES-Whole Genome〉(図 2-2C) はアグロバクテリウムを介
してトマト ‘Micro-Tom’ の WT と ses ヘテロ株の次世代に遺伝子導入した. その結果, 
SES遺伝子全長導入組換え体 (以下 SES-Whole組換え体) の T0個体を 20個体獲得した 
(sesヘテロ株由来 17個体, WT由来 3個体). その中から, ゲノムDNAの抽出ができたも
のおよび PCR により導入遺伝子の導入が確認できたものにおいて, サザンブロット解
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析を行った. サザンブロット解析により, SES-Whole組換え体T0個体は 10系統 (内シン
グルコピー5 系統) に分けることができた (図 2-16A). そして, ses ヘテロ株由来の系統
に関しては DNAマーカーを用いて sesの遺伝子型を確かめた. 9系統中 6系統が変異型 
(M), 2系統がヘテロザイガス型 (H), 1系統がWT型 (W) であった (図 2-16B).  
 
2.3.5.2 SES-Whole組換え体の解析 
 T0 世代において, 遺伝子型が ses 変異型を示した系統のうち#2 と#7 は開花期に膨ら
みのある葯を形成し, その中には花粉が確認された (図 2-17). さらに, 野生株同様に発
芽能力のある種子を形成した. 続いて, 組換え T1 世代でさらに詳しく表現型を解析す
るために, #2系統および, 組換えT0世代で遺伝子型がヘテロ型を示した#3と#10系統か
ら得られた種子を播種し, 次世代 (T1 世代) を作出した. 作出された個体からゲノム
DNA を抽出し, DNA マーカーを用いて導入遺伝子 (SES-Whole Genome) を持ち, かつ
ses 変異をホモで持つ個体を選抜した (図 2-18). 選抜した個体を観察したところ, すべ
ての系統で膨れた葯を形成し, その中には花粉が確認された (図 2-19AB). また, 開花
期の葯および子房の横断切片を作製し観察した. AZ個体の葯は ses変異体同様, 葯室お
よび花粉は観察されず, 胚珠は未成熟であった (図 2-19CD). 一方, 導入遺伝子を持つ
系統 (#2, #3, #10) は葯室および花粉を形成し, 子房内には成熟した胚珠も確認された 
(図 2-19CD). 続いて果実を観察した結果, 導入遺伝子が抜け落ちた AZ 個体は果実を安
定的に形成しなかった. 一方, 遺伝子が導入された系統 (#2, #3, #10) は安定的に着果
し, その中に種なし果実は見つからなかった (図 2-20A, E). そして, 果実重, 果実横径, 
縦径, 子室数, 種子数を計測したところ, 遺伝子導入個体は全ての計測項目が ses 変異
体より増加していた. しかし, 果実重, 果実横径, 子室数, 種子数はWTよりも小さかっ
た (図 2-20B-E). 
 
2.3.6 遺伝子過剰発現体の解析 
 構築したコンストラクト〈SES-OX〉(図 2-2A) はアグロバクテリウムを介してトマト 
‘Micro-Tom’ のWTに遺伝子導入した. 224枚の子葉切片に感染させた結果, 16系統のカ
ルスと, 6個体の SES遺伝子過剰発現組換え体 (以下 SES-OX組換え体) T0個体を獲得し
た. しかし, その T0 個体よりゲノム DNA を抽出し, 導入遺伝子の有無を確認したとこ




2.3.7 GUS 染色 
2.3.7.1 GUS 発現組換え個体の作出 
 GUS発現組換え個体を作出するために構築された 2つのコンストラクト〈SESp-GUS〉
(SESプロモーターのみ導入) と〈SESpt-GUS〉(FCC2プロモーターおよびターミネータ
ーを導入) (図 2-2D) はそれぞれアグロバクテリウムを介してトマト ‘Micro-Tom’ に遺
伝子導入した. その結果, 前者の GUS 発現組換え体 (以下 SESp-GUS 組換え体) の T0
個体を 30個体獲得した. その中から, ゲノムDNAの抽出ができたものおよび PCRによ
り導入遺伝子の導入が確認できたものにおいて, サザンブロット解析を行った結果, 21
系統 (内シングルコピー5 系統) の SESp-GUS 組換え体に分けることができた (図
2-21A). また, 後者の GUS発現組換え体 (以下 SESpt-GUS 組換え体) においては, T0個
体を 18個体獲得した. その中から, ゲノムDNAの抽出ができたものおよび PCRにより
導入遺伝子の導入が確認できたものにおいて, サザンブロット解析を行った. それによ
り, SESpt-GUS組換え体T0個体は 11系統 (内シングルコピー8系統) に分けることがで
きた (図 2-21B). 
 
2.3.7.2 GUS 染色 
 初めに, SESp-GUSおよび SESpt-GUS組換え体の幼苗のGUS染色を行った. その結果, 
SESp-GUS組換え体の染色したすべての系統 (#22, #23, #28) において, 子葉の葉脈, 胚
軸の維管束および幼根で GUSの呈色が確認された (図 2-22A). 一方, SESpt-GUS組換え
系統の#1と#17で胚軸と幼根の境目の維管束でわずかに GUS の呈色がみられたが#7系
統では呈色されなかった (図 2-22B). 次に, 成熟葉および未熟葉の染色を行った. その
結果, SESp-GUS, SESpt-GUS組換え体共に GUSの呈色は確認されなかった (図 2-23AB). 
続いて, 発達段階別のつぼみおよび開花期の花器の GUS 染色を行った. その結果, 
SESpt-GUS組換え体では縦径 2-3 mmおよび 3-4 mmのつぼみの胚珠で GUSの呈色が確
認された. さらに, 光学顕微鏡で詳細に観察すると, その呈色は胚珠の珠心のみで見ら






 まず初めに発達段階別の雌蕊 (縦径 3 mm, 4.5 mm, 6 mm, 開花 1日前, 開花日のつぼ
みよりサンプリング) および縦径 1 mm以下のつぼみ全体での SESの発現レベルを調査
した. その結果, WT では 1 mm以下のつぼみで高発現し, 雌蕊のステージ別では早いス
テージほど高発現していた (図 2-25A). また, ses変異体においては, 野生株で SESの発
現が確認された全てのステージにおいて SESの発現が有意に減少していた (図 2-25B). 
 
2.3.8.2 葯および花粉形成に関与する遺伝子の発現 
 次に, 葯および花粉形成に関与する遺伝子の発現を, 1 mm のつぼみより合成した
cDNA を用いて調査した. その結果, トマトにおいて葯のタペート組織の形成や花粉母
細胞の減数分裂に重要な遺伝子であるMale Sterile 1035 (MS1035, Jeong et al., 2014) の遺
伝子発現量が 1 mm のつぼみにおいて優位に減少していた (図 2-26A). そして, シロイ
ヌナズナにおいて葯の骨格 (花粉母細胞を囲う組織) の初期形成に重要な遺伝子であ
るBARELY ANY MERISTEM1および 2 (BAM1/2) (Hord et al., 2006) とタペート組織と中間
層の形成に必要な遺伝子である EXCESS MICROSPOROCYTES1/EXTRA SPOROGENOUS 
CELLS (EMS1/EXS) (Zhao et al., 2002) のオーソログ遺伝子をトマトでBLAST検索し, そ
の遺伝子の発現量を測定した. その結果, BAM1/2-likea (Solyc02g091840) の発現は有意
に減少し, BAM1/2-likeb (Solyc01g103530) の発現レベルには変化がみられなかった (図
2-26B, C). また, EMS1/EXS-likea (Solyc09g098420) の発現レベルは ses変異体で劇的に減
少し, EMS1/EXS-likeb (Solyc03g026040) の発現レベルはわずかに減少した (図 2-26D, E). 
 
2.3.8.3 胚珠形成に関与する遺伝子の発現 
 次に, 胚珠の形態形成に関与する遺伝子の発現解析を行った. シロイヌナズナにおい
て胚珠形成に重要な役割を持つ遺伝子WUSCHEL (WUS) と INNER NO OUTER (INO) の
オーソログ遺伝子である SlWUS (Solyc02g083950) と SlINO (Solyc05g005240) の遺伝子
発現レベルは, WT で発現が確認されるすべてのステージで劇的に減少していた (図
2-27A, B). また, WUS, INO 同様にシロイヌナズナにおいて胚珠形成に重要な遺伝子で
ある AINTEGUMENTA (ANT), PIN-FORMED1 (PIN1), BELL1 (BEL1), REVOLUTA (REV), 
CORONA (CNA) および PHABULOSA/PHAVOLUTA (PHB/PHV) のオーソログ遺伝子をト
マトで BLAST 検索し , その遺伝子の発現量を測定した . その結果 , ANT-like 
(Solyc04g077490), PIN1 (Solyc03g118740), BEL1-like (Solyc08g081400), SlREV 
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(Solyc11g069470), CNA-like (Solyc03g120910), PHB/PHV-like (Solyc02g124070) の発現量は
全て 4.5 mmのつぼみの雌蕊で有意に減少していた. ANT-like, SlREV, CNA-likeは開花期
の雌蕊でも減少がみられた (図 2-27C-H). そして, GOBLET (GOB; Solyc07g062840) の発
現量は 1 mmのつぼみと 4.5 mmのつぼみの雌蕊で有意に減少した (図 2-27I).  
 
2.3.8.4 心皮の形成と果実肥大性に関与する遺伝子の発現 
 続いて, 心皮の形成と果実肥大性に関与する遺伝子の発現解析を行った. 花芽形成の
ABC モデルにおいて心皮の形成を制御している C クラス遺伝子の TAG1 
(Solyc02g071730) の発現量は 4.5 mm のつぼみと開花期の雌蕊で有意に減少した (図
2-28A). TAG1の相同遺伝子である TAG-like1 (TAGL1) の遺伝子発現パターンは TAG1に
似ており, 1 mm のつぼみにおける発現量がわずかに減少していた (図 2-28B). そして, 
花芽分裂組織の大きさと心皮の形成枚数を制御しているCLV1/FAB, CLV2, FIN/HPAT3の
遺伝子発現は, 1 mmのつぼみと 4.5 mmのつぼみから採取した雌蕊で有意に減少してい
た (図 2-28D, E, G). また, CLE3の発現は 4.5 mmのつぼみから採取した雌蕊のみで減少
し, FASの発現量に有意差はみられなかった (図 2-28C, F). また, FAS, CLV1/FAB, CLV2, 
CLE3, FIN/HPAT3 は形成初期のつぼみで高発現し, 次第に減少する傾向がみられた (図
2-28C-G). そして, 果実肥大性に最も影響のある FW2.2 の発現レベルは WT において 1 
mm, 4,5 mm, Anthesis と次第に減少したが, ses変異体では開花期に発現が有意に増加し
た. FW3.2の発現は主に 1 mmのつぼみで確認され, ses変異体における発現レベルはWT
に比べて半減していた. また, 花芽分裂組織の大きさを決定している遺伝子である




 シロイヌナズナの SPL/NZZは転写因子である CINCINNATA (CIN) -like TCP familyお
よび YABBY familyと結合すると報告されている (Sieber et al., 2004; Chen et al., 2014; 
Wei et al., 2015). そこで, トマトで報告されている CIN-TCP family (Parapunova et al., 
2014) とYABBY family (Huang et al., 2013; Han et al., 2015) に絞って, 4.5 mmのつぼみの
雌蕊と開花期の雌蕊で行われた RNAシーケンスのデータより各遺伝子の発現量を比較
した. その結果, TCP family の中では TCP24 と TCP29 が高い発現量を示し, YABBY 
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familyの中では CRCb, YAB1a, YAB1b, YAB2a, YAB5aが高い発現量を示した (図 2-29AB). 
また, TomExpressを用いて, SESとの共発現性を調べたところ, TCP29は SES発現の強弱
によって発現が変動する遺伝子の一つであることが分かった (図 2-29C). これらのデー
タより, CIN-TCP familyの候補遺伝子は TCP29に決定した. 一方, YABBY familyの中か
らは第一章で単離した遺伝子 FCC2 のさらなる知見になると考え, FCC2 を候補遺伝子
とした. 
 
2.3.9.2  EARモチーフ接続組換え体の作出 
 EAR モチーフ接続組換え体を作出するために構築された 2 つのコンストラクト
〈SESpt-FCC2-EAR〉と〈SESpt-TCP29-EAR〉(図 2-2E) はそれぞれアグロバクテリウム
を介してトマト ‘Micro-Tom’ の ses変異体ヘテロ株の次世代に遺伝子導入した. その結
果, 前者の組換え体 (以下SESpt-FCC2-EAR組換え体) のT0個体を 10個体獲得した. そ
の中から, ゲノム DNAの抽出ができたものおよび PCRにより導入遺伝子の導入が確認
できたものにおいて, サザンブロット解析を行った結果, 7系統 (内シングルコピー5系
統, #4系統はバンドが確認できなかった) の SESpt-FCC2-EAR組換え体に分けることが
できた (図 2-30A). また, 後者の組換え体 (以下 SESpt-TCP29-EAR 組換え体) において
は, T0 個体を 26 個体獲得した. その中から, ゲノム DNA の抽出ができたものおよび
PCR により導入遺伝子の導入が確認できたものにおいて, サザンブロット解析を行っ
た. それにより, SESpt-TCP29-EAR組換え体T0個体は11系統 (内シングルコピー1系統) 
に分けることができた (図 2-30B). 続いて, ses の遺伝子型を判別する DNA マーカーを
用いて, 得られた組換え T0 個体の遺伝子型を調査した. その結果, SESpt-FCC2-EAR 組
換え個体では 1系統の変異型 (M), 3系統のヘテロザイガス型 (H), 3系統のWT型 (W) 
が得られた. そして, SESpt-TCP29-EAR組換え個体では 4系統の変異型 (M), 7系統のヘ
テロザイガス型 (H) が得られ, WT 型 (W) は得られなかった (図 2-30C). 
 
2.3.9.3  EARモチーフ接続組換え体の解析 
 SESpt-FCC2-EAR 組換え T0 個体および SESpt-TCP29-EAR 組換え T0 個体で, ses の遺
伝子型が変異型を示した個体の表現型を観察した結果, ses 変異体様の表現型を示し, 
WT型へ回復した個体はみられなかった. また, T0世代でヘテロザイガス (H) 型を示し
た個体の後代 (T1) を作出し, その表現型を観察した. その結果, SESpt-FCC2-EAR組換
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え個体, SESpt-TCP29-EAR 組換え個体共に ses 変異体の表現型を示した (図 2-31). 胚珠







 第 2 章では ses 変異体とその原因遺伝子である SES についての解析を行った. 先行研
究により ses 変異体は両性不稔性を示し,その原因遺伝子は単因子劣性であることが分
かっている. さらに, ‘Ailsa Craig (AC)’ との交配 F2集団を用いたマップベースクローニ
ングおよび, ses変異体の全ゲノムシーケンスにより, Solyc07g063670 (SES) 内の 13 bpの
欠失が原因であることが示唆されている (羽尾, 修士論文 2014).  
 ‘Micro-Tom’ の EMS変異体集団より, 新たに ses変異体と類似した変異を示す ses2変
異体が単離され, 解析を行った. 解析の結果, ses2変異体は ses変異体同様両性不稔性を
示し, Solyc07g063670 内にナンセンス変異 (ストップコドンを生じる変異) を持つこと
が分かった (図 2-7C). さらに, ses変異体と ses2変異体の交配 F1個体 (アレリズムテス
ト) は 2つの変異をヘテロで有する時のみ ses型の表現型を示した (図 2-8). これらより, 
ses 変異体と ses2 変異体の原因遺伝子は同一で, それは Solyc07g063670であると強く示
唆される. そして, ses 変異体の原因遺伝子として単離された遺伝子 Solyc07g063670 を
SESとし, 遺伝子発現抑制組換え体 (SES-RNAi) と SESのプロモーター領域からターミ
ネーター領域までを, ses 変異体に遺伝子導入する方法 (SES-Whole Genome) で相補性
検定を行った. その結果, SES-RNAi組換え体では AZ個体にくらべて縦径 1 mm以下の
つぼみで SES の遺伝子発現が減少し, 果実サイズが小さくなり, 種子数が減少した (図
2-13, 2-15). また, #34および#50系統では開花期葯の構造の崩壊が確認された (図 2-11). 
しかし, 完全に ses 変異体の様に両性不稔性の表現型を示す組換え個体を得ることはで
きなかった. RNAi法で期待した結果が得られなかったため, SES-Whole組換え個体にお
いて, 導入遺伝子を持ち, かつ遺伝子型が ses ホモの系統を作出し (図 2-18), その表現
型を観察した. その結果, 胚珠および葯の構造は回復し, 発芽能力のある種子を持つ果
実を形成した (図 2-19, 2-10). この結果より, SESの遺伝子導入で表現型の回復がみられ
たので, Solyc07g063670が ses変異体の原因遺伝子であることが証明された. さらに, シ
ロイヌナズナにおいて SESのオーソログ遺伝子である SPL/NZZは, 雌性および雄性のど
ちらの配偶子形成にも重要な遺伝子として報告されており, SPL/NZZの機能欠損体は葯
および胚珠の発達に異常がみられる (Schiefthaler et al., 1999; Yang et al., 1999). ses変異
体と spl/nzz変異体が類似した表現型を示していることからも, SESが原因遺伝子である





離された 2 つの変異体 (ses, ses2) が共にストップコドンを生じさせる変異であったこ
とと, RNAi法による遺伝子発現抑制個体が完全な ses変異を示さず, 稔性を維持してい
たことから, SES は少量の発現でもその機能を発揮することができ, 胚珠および花粉の
形成を誘導すると考えられる.  
 アミノ酸配列の解析により, SES タンパク質はその C 末端に EAR モチーフ (LxLxL; 
Kagale and Rozwadowski 2011) を持つことが分かった. EARモチーフを含む抑制ドメイ
ン (RD) 配列を持つタンパク質はそのアミノ酸配列に TOPLESS (TPL) が結合すること
により転写抑制因子として働くことが知られている  (Kagale and Rozwadowski 2011; 
Causier et al., 2012). シロイヌナズナにおける SESのオーソログ遺伝子である SPL/NZZ
もその C末端に EARモチーフを持ち, 生体内で TPLと複合体を形成し転写抑制因子と
して働くことが証明されている (Chen et al., 2014; Wei et al., 2015). さらに, その複合体
の形成は雌蕊 (長角果) の発達に必須であることも報告されている (Wei et al., 2015). 
また, トマトにおいてRD配列を持つたんぱく質とTPLとの相互作用を示した報告は未
だにされていないが, トマトには現在 6個の TPL遺伝子が存在し, その TPL遺伝子の発
現は全身で確認されている (Hao et al., 2014). よって, トマトにおいても SESと TPLは
結合し, 転写抑制因子として働いている可能性が高い. そして, トマトの SES やシロイ
ヌナズナの SPL/NZZの他にもEARモチーフを持つ遺伝子の解析がいくつか報告されて
いる. シロイヌナズナにおいて Cys2/His2-type zinc finger proteinに属する遺伝子は EAR
モチーフを持ち, その中のZat7および Zat10の過剰発現体は塩ストレスや熱ストレス耐
性が付与されると報告されている (Mittler et al., 2006; Ciftci-Yilmaz et al., 2007). また, 
シロイヌナズナの DREB and EAR motif protein 1 (DEAR1) の過剰発現体は矮性の表現型
を示し, 病害を受けたような細胞死を起こした (Tsutsui et al., 2009). また, トマトの
Ethylene-responsive transcription factor 36 (SlERF36) は EARモチーフを持ち, SlERF36を
タバコおよびシロイヌナズナで過剰発現させると開花までの時間が短縮され, 老化が
早まり, 気孔密度が減少した. そして, EAR モチーフを除いたものを過剰発現させると
気孔密度は減少したが, 開花までの時間と老化の早さはWTと同様であった (Upadhyay 
et al., 2013; 2014). さらに, SlERF3 の過剰発現体は生育不全で獲得することができず, 
EAR モチーフを除いた SlERF3 の過剰発現体は PR タンパク質の発現上昇を示し, 病害





害する傾向にあった (Tsutsui et al., 2009; Pan et al., 2010). 本研究においても, SESの過剰
発現体の作出を試みたが, 正常にカルス化した切片の数が少なく, 遺伝子の導入が確認
された組換え T0 個体の作出には至らなかった (表 2-11). よって, この結果は実験的な
操作の不具合によるものではなく, EARモチーフを持つ SES遺伝子が恒常的に発現した
ことによる生育不全が原因であると考えられる.  
 また, ses 変異体のつぼみの発達段階別の切片の観察と発達段階別の発現解析により, 
SESの配偶子形成への役割を明らかにした. シロイヌナズナにおいて SPL/NZZの発現は, 
ターミネーター領域に”GArG-box [CCNNWWWWGG]”配列を持つことで, AGAMOUS 
(AG) によって正に制御されていることが分かっている (Ito et al., 2004). 本研究におい
て, トマトの SESもその上流と下流にAGの認識配列である”GArG-box”配列を持つこと
が分かった (図 2-4). さらに, SESp-GUS 組換え個体 (プロモーターのみ) と SESpt-GUS
組換え個体 (プロモーターとターミネーター) の GUS 染色を比較すると, SESp-GUS 組
換え個体では幼苗で呈色されたにも関わらず, SESpt-GUS組換え個体ではGUSの呈色が
ないもしくはわずかであった (図 2-22). 従って, SES の遺伝子発現はプロモーター領域
だけでなくターミネーター領域でも制御されている可能性が高い. 一方, AG のオーソ
ログ遺伝子である TAG1 および TAGL1 の発現量は, WT に比べて ses 変異体の方が低い
傾向にあった (図 2-28AB). また, WT において TAG1および TAGL1は 4.5 mmつぼみの
雌蕊で, SESは 1 mmのつぼみで最大の遺伝子発現を示し, 異なる発現パターンを示した. 
よって, SES のプロモーターおよびターミネーター領域の解析により, トマトにおいて
も SES の遺伝子発現は TAG1および TAGL1 の制御を受けている可能性は高いが, TAG1, 
TAGL1以外の制御因子も存在する可能性がある. また, ses変異体における SESの発現は
WT に比べて大きく減少していた (図 2-25B). 動物や植物の生体内ではナンセンス変異
により生じた異常な短い mRNA を分解する “ナンセンスコドン依存的 mRNA 分解 
(NMD; nonsense-mediated mRNA decay)” と呼ばれる機構が存在する  (Lejeune and 
Maquat, 2005). トマトにおいてもこの機構によって mRNA の分解がなされたと示唆さ
れている報告がある (Gorguet et al., 2009). これらより, ses変異体における SESの発現量
低下は NMDによる mRNAの分解が働いたからであると考えられる. 
 花粉形成において, 野生株は葯形成初期のL2層より胞原細胞 (Archesporial cell) を形
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成し, そこから花粉母細胞 (PMC), タペート組織 (Tapetum), 中間層 (Middle layer), 内
被 (Endothecium) を形成する (図 2-32). 花粉母細胞が減数分裂を行った後, 花粉は形成
される. しかし, ses変異体では葯の発達において, 維管束と外皮しか形成されなかった 
(図 2-6A). 縦径 1 mmのつぼみにおける遺伝子発現解析の結果, MS1035の遺伝子発現が
劇的に減少していた (図 2-26A). MS1035はシロイヌナズナの DYT1のオーソログ遺伝子
であり, トマトおよびシロイヌナズナにおいて減数分裂とタペート組織の形成に重要
であることが知られている (Zhang et al., 2006; Jeong et al., 2014). それらの機能欠損体
ms1035変異体と dyt1変異体は花粉母細胞の形成は正常に行われるが, タペート組織の形
成に異常が現れ, 花粉を正しく形成することができない (Zhang et al., 2006; Jeong et al., 
2014). また, シロイヌナズナにおいて DYT1 は SPL/NZZ の下流で働くことから (Zhang 
et al., 2006), トマトにおいても MS1035 は SES の下流で働いていると示唆される (図
2-32). 次に, シロイヌナズナ EMS1/EXS のホモログ遺伝子の発現を調査したところ, 
EMS1/EXS-likea (Solyc09g098420) の 発 現は 劇的 に 減少 した が , EMS1/EXS-likeb 
(Solyc03g026040) の発現はわずかに減少しただけであった (図 2-26DE). シロイヌナズ
ナにおいて EMS1/EXSは TAPETAL DETERMINANT1 (TPD1) というリガンドを持ち, 胞
原細胞の数を決定する役割を持つ. その機能欠損株のems1/exs変異体および tpd1変異体
は野生株より多くの減数母細胞を形成し, タペート組織と中間層の欠損した雄性不稔
の表現型を示すと報告されている (Canales et al., 2002; Zhao et al., 2002; Yang et al., 2003). 
シロイヌナズナにおいて EMS1/EXSは SPL/NZZの下流およびDYT1の上流で働くことが
分かっている (Alvarez-Buylla et al., 2010; Plackett et al., 2011). これらより, トマトにお
いても遺伝子発現の減少した EMS1/EXS-likea (Solyc09g098420) はシロイヌナズナのホ
モログ遺伝子と同様の機能を持ち, さらに SESの下流で働くと示唆される (図 2-32). ま
た, BAM1/2 はシロイヌナズナにおいて CLV1 様のロイシンリッチ受容体キナーゼをコ
ードしており, その二重変異体 bam1 bam2変異体は葯形成において内被, 中間層, タペ
ート組織の形成に異常がみられ, 雄性不稔を示すと報告されている (Hord et al., 2006). 
さらに, BAM1/2 は SPL/NZZ により正に制御され, 反対に SPL/NZZ を負に制御すると示
唆されているが (Hord et al., 2006), トマトを用いた本研究では, その様な関係性を見つ
けることはできなかった.  
 一方, 胚珠形成においても SPL/NZZは重要な遺伝子であり, シロイヌナズナ spl/nzz変
異体は胚珠の発達において, 珠心の形成に異常がみられ, 稔性のない胚珠を形成する 
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(Schiefthaler et al.,1999). シロイヌナズナ spl/nzz変異体では珠皮 (内珠皮, 外珠皮) の形
成は野生株同様に行われたが (Sieber et al., 2004a; Bencivenga et al., 2011), トマト ses変
異体ではつぼみ縦径 2-3 mmのステージで珠皮および珠心の発達が見られず, 胚珠の発
達が停止していた (図 2-6BC). また, シロイヌナズナにおいて INOは外珠皮の発達に重
要な遺伝子であることが報告されている (Baker et al., 1997; Villanueva et al., 1999). そし
て, spl/nzz変異体では INOの発現は野生株に比べて若干早まったものの, 発現部位と強
度に大きな違いはみられていない (Balasubramanian and Schneitz, 2002). その反面, トマ
ト ses 変異体では雌蕊において, INO の遺伝子発現が野生株に比べて劇的に減少してい
た (図 2-27B). 従って, トマトとシロイヌナズナでは珠皮の発達メカニズムが異なると
示唆され, トマトの胚珠において SES が INO の発現を制御していると考えられる (図
2-32). さらに, トマトにおいて INO の遺伝子発現低下によって, トマトの一枚の珠皮 
(Skinner et al., 2016) の発達が停止したことから, トマトの珠皮はシロイヌナズナにお
ける外珠皮と近い性質をしている可能性が高い.  
 シロイヌナズナにおいて, WUS の遺伝子発現が珠心で正確に発現することが胚珠の
発達に重要である (Groß-Hardt et al., 2002). 本研究でWUSの遺伝子発現は, 調査したつ
ぼみおよび雌蕊すべてのステージで有意に減少していた (図 2-27A). シロイヌナズナ
spl/nzz 変異体においても, トマト ses 変異体同様に WUS の遺伝子発現が低下していた
ことから (Sieber et al., 2004a), SESおよび SPL/NZZの発現はWUSの発現を誘導している
と示唆される (図 2-32). また, ANT-likeと BEL1-likeの遺伝子発現は 4.5 mmのつぼみの
雌蕊で, WT に比べて有意に減少した (図 2-27CG). シロイヌナズナにおいて ANT と
BEL1 は胚珠の珠皮の発達に重要な遺伝子であることが報告されている 
(Robinson-Beers et al., 1992; Elliott et al., 1996; Schneitz et al., 1997). そして, WT では ANT
は珠皮と珠柄 (funiculus) で発現し, BEL1 は珠皮で強く発現するが, シロイヌナズナ
spl/nzz 変異体ではそれらの発現部位が異所的になることが分かっている 
(Balasubramanian and Schneitz, 2000). しかし, 本研究でトマト ses変異体は ANTと BEL1
の主な発現箇所である珠皮が形成されていなかった (図 2-6). つまり, トマト ses変異体
において ANT-like と BEL1-like の発現部位がなくなったことが, この発現量の減少をも
たらしたと考えられる. また, シロイヌナズナにおいて, オーキシンの極性輸送に関与
している遺伝子 PIN1 は正常な胚珠形成に必要であることが知られており, さらにその
遺伝子発現は SPL/NZZ により誘導されることが報告されている (Bencivenga et al., 
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2012; Ceccato et al., 2013). しかし, トマト PIN1の遺伝子発現は ses変異体において, 4.5 
mmのつぼみでわずかに減少したが, 他のステージでは減少していなかった (図 2-27H). 
トマトにおいて PIN family遺伝子は 10個単離されており,いくつかの報告もあるが, い
ずれも胚珠の形態異常はみられていない (Mounet et al., 2012; Pattison and Catalá, 2012). 
従って, トマトにおいて, PIN1は SESの制御下にはなく, 他の PIN遺伝子が SESの制御
を受け, 胚珠形成に関与している可能性がある. もしくは, トマト PIN family は胚珠形
成に関与していない可能性もある . さらに , シロイヌナズナにおいて Class III 
homeodomain leucine zipper (HD-ZIP III) 遺伝子である CNA, PHB, PHV, REVは胚珠の合
点 (Chalaza) で発現し, WUSや INOの発現をそれぞれ珠心と胚珠原基の内側に制限する
働きを持つことが分かっている (Kelley and Gasser, 2009; Kelly et al., 2009; Yamada et al., 
2016). シロイヌナズナ spl/nzz変異体では胚珠形成時の PHBの発現部位が合点から珠心
へ移動しており, 珠心におけるWUSの発現が低下していた (Sieber et al., 2004a). 本研
究において, それら遺伝子のオーソログである CNA-like, PHB/PHV-like, REVの遺伝子発
現が減少する傾向がみられた (図 2-17D-F). シロイヌナズナ spl/nzz 変異体で PHB が異
所的な発現を示したことを考慮すると, トマトにおいても CNA-like, PHB/PHV-like, REV
が異所的な発現を示した可能性があり, その結果発現量に差が生じたと考えられる. ま
た, トマト ses変異体の 1 mmのつぼみと 4.5 mmのつぼみの雌蕊で GOBの発現量の低
下がみられた (図 2-27I). シロイヌナズナにおいてGOBのオーソログは心皮の縁の分裂
組織 (Carpel margin meristems; CMMs) の安定を保つために重要な遺伝子である CUC1, 
CUC2 であり, この遺伝子の欠損株は CMMs の形成が不安定になり, 胚珠の形成にも異
常がみられる(Kamiuchi et al., 2014). トマト GOBは複葉や鋸歯の形成に関与する遺伝子
として知られており, 心皮形成にも異常がみられることが報告されている (Berger et al., 
2009). トマトにおいて CMMs の形成に関する知見は得られていないが, 心皮の形成枚
数が減少している ses 変異体で発現量が減少したことより, GOB も CUC1および CUC2
と類似した機能を持つと考えられる.  
 ses 変異体は胚珠形成に異常がみられると同時に, 子房が小さくなり, 心皮の形成枚
数が減少するという特徴を持つ. 第 1章でも述べたように心皮の数は花芽分裂組織の大
きさと正の相関があり, その大きさは主にWUSと CLV (CLV1, CLV2, CLV3) によって制
御されている (Durbak and Tax, 2011; Landau et al., 2015). その CLV遺伝子とトマトにお
いて心皮形成に関与している遺伝子 (FAS, CLV1/FAB, CLV2, CLE3, FIN/HPAT3; Xu et al., 
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2015) の発現は, ses変異体において減少傾向にあった (図 2-28C-G). CLE3を除いて心皮
数が減少する表現型とは逆の発現パターンを示したため, ses 変異体の心皮数の減少は
これらの遺伝子とは独立して起きていると考えられる.  
 また, ses変異体の果実肥大性に関連する 2つの遺伝子発現を調査したところ, FW2.2
は開花期の雌蕊で増加し, FW3.2は 1 mmのつぼみで減少していた (図 2-28HI). FW2.2は
細胞分裂を負に制御している遺伝子であり (Frary et al., 2000), WTでは受粉をシグナル
として細胞分裂が盛んになるため, FW2.2の発現が低下すると推測されるが, ses変異体
は受粉ができず, 細胞分裂も起きないため, このような結果になったと推測される. 一
方, FW3.2は細胞分裂を正に制御している遺伝子であり (Chakrabarti et al., 2013), 1 mm
のつぼみでの発現が減少したことは, 胚珠や花粉の形成に必要な細胞分裂が行われな
くなったことに起因していると考えられる. 
 最後に, SES と生体内で複合体を形成しているタンパクの探索を行ったが, 本研究で
候補に挙げた FCC2/CRCa と TCP29 を用いた組換え体  (SESpt-FCC2-EAR, 
SESpt-TCP29-EAR) は, WT への表現型の回復はみられなかった (図 2-31). シロイヌナ
ズナにおいては SPL/NZZと YABBYおよび TCP転写因子と複合体を形成することが示
されているが (Sieber et al., 2004b; Wei et al., 2015), トマトにおいては複合体を形成しな
い可能性もある. また, 単一のタンパクとの複合体だけではなく, 複数のタンパクとそ























































SESall-EAR motif-Fw Inverted PCR CCTACCAGTTCCATTGATCTTTC
SESall-Promoter-Rv Inverted PCR TTTCAATGGAACAGTAGTTGAAATT
FCC2-EAR motif-Fw In-Fusion ACTGTTCCATTGAAAATGTCTTCCTCATCTCCTAA
FCC2-EAR motif-Rv In-Fusion AATGGAACTGGTAGGCTTCTCAGCCAAGGTCCC
TCP29-EAR motif-Fw In-Fusion ACTGTTCCATTGAAAATGAGTAACAAGGAGGATGA








表2-2. A　コロニーPCRの反応液の調製 表2-2. B　PCR条件
Go-taq (Promega) 5.0 µl 95℃ 2 min
Forward Primer (10 µM) 0.5 µl 95℃ 30 sec
Reverse Primer (10 µM) 0.5 µl 55℃ 30 sec ×35 cycles
DDW 4.0 µl 72℃ 1 min 30 sec
Total 10.0 µl 72℃ 5 min
4℃ ∞
表2-3　プラスミドベクターの制限酵素処理
10×Buffer 3 (BioLabs) 2.0 µl
Hin d III 0.3 µl




































10×PCR Buffer 2.0 µl
dNTP Mixture (2 mM) 2.0 µl
MgSO4 (25 mM) 1.2 μl
Forward Primer (10 µM) 0.6 µl
Reverse Primer (10 µM) 0.6 µl
DDW 12.3 µl
KOD-Plus-Neo (TOYOBO) 0.4 µl
DMSO 0.4 µl
Genome DNA 0.5 µl
Total 20.0 µl
表2-5　プラスミドベクターの制限酵素処理
PCR product 90.0 µl
Dpn I (10 units/µl) 3.6 µl
表2-6　DNAマーカーリスト
マーカー名 マーカーの種類 Forward Reverse 制限酵素
SES-Marker ‐ ACACCATAGCTAGCCAGACCATGT ACAATGAGCCACCAGTTGAAGCTC Bsl  I
SES2-Marker dCAPs CGGCGGTGGTAGTGCTAGTG AAGTTGCAAATCCGTAGAGATTCATCTGAGATC Taq α I
プライマー配列 (5'-3')
表2-7. B　PCR条件 表2-7. C　PCR産物の制限酵素処理
94℃ 2 min Cut Smart (BioLabs) 1.1 µl
98℃ 10 sec Bsl I 0.1 µl
60℃ 30 sec ×35 cycles PCR products 10.0 µl
68℃ 1 min 30 sec
68℃ 5 min
4℃ ∞
表2-4. A　Inverted PCR反応液の調製 表2-4. B　PCR条件
10×PCR Buffer 2.0 µl 94℃ 2 min
dNTP Mixture (2 mM) 2.0 µl 98℃ 10 sec
MgSO4 (25 mM) 1.2 μl 60℃ 30 sec ×20 cycles
Forward Primer (10 µM) 0.5 µl 68℃ 17 min
Reverse Primer (10 µM) 0.5 µl 68℃ 5 min
DDW 12.9 µl 4℃ ∞
KOD-Plus-Neo (TOYOBO) 0.4 µl



































Target gene Solyc ID Forward Reverse
SES Solyc07g063670 AGCCTTTGCTTCACTCATACAGTT ACTCATCATCGTTGCTTCATTCTC
MS10
35 Solyc02g079810 AAATGACACCAGTGCCACTG AGTAGATTCCGTGGATGATCTCC
BAM1/2-like
a Solyc02g091840 AATTCCCGGGGACACAAAAG ATAAACCCCCGAGCCTAGAAAG
BAM1/2-Like
b Solyc01g103530 GTGCCTCAAGATGAAGCAATGC CGAAGGTCGATGATATTCTGGTG
EMS1/EXS-like
a Solyc09g098420 TTTCGCGAACTGTTCAAGCC ATTGTTGCCGAGTGAGATCCC
EMS1/EXS-Like
b Solyc03g026040 TCGTGGTTTGGCGTTTCTTC TTGAAATCCGGTCCTGTTGG
WUS Solyc02g083950 AAGAAGAGGCTCATTGCTGCTG ACCCCATGTGAAGATGGTGATG
INO Solyc05g005240 TACCCCAACATGACTCACAAGC TTGCTATCTCTTGGGACCATGG
ANT-like Solyc04g077490 CTGCTGCCTCATTAGTCTTTGC AAAGACTGGTAGGTGAGCCATG
REV Solyc11g069470 ACTCGACATGCTGGAGACAAC AGATACCACCAGGCAAACACG
CNA-like Solyc03g120910 GTCTAGTGCCGTTTCAGTTTGG ACCAGCTCTGTTACTCTGCTTC
PHB/PHV-like Solyc02g024070 GCTCTCGTTCTCTTGGAGGAG TCTCCTCTCTGTAAACACAAGGC
BEL1-like Solyc08g081400 TGATGGAGACTCATCCTTGGAG CCAGTTTGGCGAGCTAAAATG
PIN1-like Solyc03g118740 CCCACAACCCCATAAACCAAAAC GCACAACAGCAGTCATAACATGG
GOB Solyc07g062840 TGCATGAATATCGCCTTGATGG AGTAGCGGCACCATTAGAACC
TAG1 Solyc02g071730 GCAGAAGAGGGAAGTTGATTTACAC GTCTAGGGTAATGGTTGTTGGTTTG
TAGL1 Solyc07g055920 TGGAGGAACTGGTGGAGGA CAGCATGGTGTTTCTTGTACCTATC
FAS Solyc11g071810 AGCTCTACCCCTTCAAGATGTTC CGTTGTCTTTTCTCTGGTGGA
CLV1/FAB Solyc04g081590 CTCGCCAAATTCTTGCAGGATG TTCACCTACTGGCTTGTGACC
CLV2 Solyc04g056640 GACACAGCTCAACTTGTCACAC ATGCCTCGACAATCCTACTTGG
CLV3 Solyc11g071380 GCTCCTGTGAAACTCCTAAACAG TGATGCAATGGATCAGGACCAG
CLE3 Solyc02g067550 GCAGCCAAAACAGTTACTGGAAC TCAAGCTCGGATGCGTGTTATC
CLE9 Solyc06g074060 GCTGCGTGATCACTTCATTCAC TGATGATGCAAAGGGTCTGGAC
FIN/HPAT3 Solyc11g064850 CCTCTTCCTGAAGGATTGGATCG AGATCTCCACGAGCCAAGTTTG
FW2.2 Solyc02g090730 GAGCTTAAGAACCGTGGCTTTG GCATACATTTCACCTGGTCATGC
FW3.2 Solyc03g114940 GCTGGAAATGCTGCAGATGAAG CCAACTTCAGCGTCGATTTCAC
SAND Solyc03g115810 TTGCTTGGAGGAACAGACG GCAAACAGAACCCCTGAATC
Primer Sequence (5'-3')
表2-8. A　マーカー選抜 PCR反応液の調整
10 × Ex Taq Buffer 2.0 µl
dNTP Mixture (2.5 mM each) 1.6 µl
Forward Primer (10 µM) 0.5 µl
Reverse Primer (10 µM) 1.0 µl
DDW 14.3 µl
Ex Taq HS (TaKaRa) 0.1 µl
Genome DNA 0.5 µl
Total 20.0 µl
表2-8. B　PCR条件 表2-8. C　PCR産物の制限酵素処理
98℃ 10 sec Cut Smart (BioLabs) 1.1 µl
98℃ 10 sec Taq α I 0.1 µl























4 3 6 6
ses - - + +
ses2 - + - +
ses WT WT WT















ボックス, エキソン; 実線, イントロン; 破線, SES遺伝子の上流および下流の領域; 赤ボック
ス, EARモチーフ; 灰色バー, クローニング領域.
B, SESのmRNA構造と合成cDNAからクローニングしたクローニングサイト.
灰色バー, クローニング領域.


























RB LBNOS ter35S pro SESNOS terNPT IINOS pro





RB NOS terNPT II LBSES pro HPTGUS
RB NOS terNPT II LBSES pro HPTGUS SES ter
RB SES terNPT II LBSES pro HPTSES
RB SES terNPT II LBSES pro HPTFCC2
EAR
motif













A, SES過剰発現用コンストラクト. B, SES発現抑制用コンストラクト. C, SES全長導入用
コンストラクト. D, GUS発現解析用コンストラクト. E, 作用機構解明用コンストラクト.
RB, right border; LB, left border; NPT II, カナマイシン耐性遺伝子; HPT, ハイグロマイシン





Plant transcription factor NOZZLE (29-215 a.a.)



















合配列を示す. 下向きの三角 (バーの上) はセンス鎖に, 上向きの三角 (バーの下) はアン
チセンス鎖に結合配列があることを示す. 
N = A or T or G or C; W = A or T. 
SES
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A, 開花期花器の比較. 左,WT; 右, ses変異体. スケールバー = 1 mm.
B, 開花期雌蕊の比較. 左,WT; 右, ses変異体. スケールバー = 1 mm.
C, 開花期の子房の大きさ. エラーバー = 標準誤差 (SE). アスタリスクはStudent’s t検定に
よる有意差があることを示す (* P < 0.05, ** P < 0.01). 
D, 開花期葯の横断切片の比較. 左,WT; 右, ses変異体. スケールバー = 500 µm. 




















A, 発達段階別の葯の横断面.上段, WT; 下段, ses変異体. スケールバー = 500 µm.
Ep, epidermis 外皮; MC, meiotic cell 減数分裂細胞; Msp, microspore 小胞子; PMC, pollen 
mother cell 花粉母細胞; S, style 花柱; T, tapetum タペート組織; VB, vascular bundle 維管束.
B, 発達段階別の子房の横断面. 上段, WT; 下段, ses変異体. スケールバー = 500 µm.
O, ovule 胚珠; OP, ovule primordia 胚珠原基; P, placenta 胎座.
C, 胚珠の発達の様子. 左と中央, WT; 右, ses変異体. スケールバー = 50 µm.








1-2 mm 2-3 mm 4-5 mm 6-7 mm
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A, 開花期の花器. スケールバー = 1 mm.
B, 単為結果果実. スケールバー = 1 cm.
C, ses2変異体の持つSES遺伝子内のSNP. 
塩基置換およびアミノ酸置換の場所は翻訳開始点からの数字で示す. 
ボックス, エキソン; 実線, イントロン. Gln, グルタミン; Stop, ストップコドン.
5’ 3’
CDS : 1062bp
SES ( Solyc07g063670 )
CAA  475  TAA















































#1 #2 #3 #6#2 #8#7 #9 #11 #13 #16#14 #18#17 #20 #24 #26 #29#27✕ M WT
#34#35#34#33#31#30 #43#41#38M













上段, #19; 下段, #38; 左, 花器全体; 中央, 開花期雌蕊; 右, 開花期葯とその内部. スケー
ルバー = 1 mm, 1 mm, 200 µm (左から).
B, SES-RNAi組換えT0個体とWTおよびses変異体の花柱の突出具合の比較
左, 野生株; 中央, SES-RNAi組換え個体; 右, ses変異体.
C, SES-RNAi組換え個体の赤熟果実の形態
左, #34; 右, #38.

















左, 野生株; 中央, SES-RNAi組換え個体#50; 右, ses変異体. スケールバー = 200 µm.
B, 開花期葯の横断切片
上段, 横断面全体図; 下段, 葯の拡大図; 左から野生株, SES-RNAi組換え個体#34, #50, 
ses変異体.スケールバー = 500 µm.














Red bar, シングルコピーの組換え体; blue bar, マルチコピーの組換え体; エラーバー, 標




Red bar, シングルコピーの組換え体; blue bar, マルチコピーの組換え体; エラーバー, 標




Red bar, シングルコピーの組換え体; blue bar, マルチコピーの組換え体; エラーバー, 標




























































A, 果実重; B, 果実縦径; C, 果実横径; D, 果実横断面にみられる子室数; E, 1果実あたりの
種子数. N ≧ 6. エラーバー = 標準誤差. アスタリスクはT検定による有意差があることを






















MT #14-Homo #14-AZ #38-Homo #38-AZ #49-Homo #49-AZ
発芽率
Cotyledon Hypocotyl Root No germination
図2-14 SES-RNAi組換え個体の発芽率の比較
A, 播種後約1週間の幼苗の形態. 上, ホモザイガス; 下, アザイガス.
B, SES-RNAi組換え個体の幼苗の形態とその比率
MT, Micro-Tom (WT); Homo, ホモザイガス; AZ, アザイガス.
組換えT1世代より採種した種子を用いた. Cotyledon, 子葉まで正常に発芽した個体; 






















































N = 3.エラーバー = 標準誤差 (SE). Homo, ホモザイガス; AZ, アザイガス. 異なるアル






した. サザンブロット解析には組換えT0個体のゲノムDNAを使用した. M, 分子量マー
カー. HE, ヘテロザイガス.
B, DNAマーカーによるsesの遺伝子型の確認
H, ヘテロザイガス型を示した個体; M, 変異型を示した個体; W, 野生型を示した個体.
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#1M #2 #3 #5#4 #7 WT#11#10 #14#12
ses HE WT















上段, SES-Whole組換え個体#2; 下段, SES-Whole組換え個体#7; 左, 花器官全体; 右, 葯と
その内部.


























































3系統のSES-Whole組換えT1個体 (#2, #3, #10) を使用した.
A, NTPII-Marker (表1-1) を用いた導入遺伝子の有無の確認.
B, SES-Marker (表2-6) を用いたses変異の遺伝子型の確認.
AZ,アザイガス; P, 組換えに使用したプラスミドベクター (ポジティブコントロール).
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図2-19 SES-Whole組換えT1個体の花器官の比較
左からアザイガス (AZ) 個体 (#2系統), 組換え遺伝子を持つ#2, #3, #10系統.
A, 開花期の花器の全体. スケールバー = 1 cm. 
B, 開花期の葯と花粉. スケールバー = 100 µm. 
C, 開花期葯の横断切片. スケールバー = 500 µm. 
D, 開花期子房の横断切片. スケールバー = 500 µm. 
Ov, ovule 胚珠; PG, pollen grain 花粉.
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A, 赤熟果実とその横断面. SES-Whole左から組換え系統#2, #3, #10. スケールバー = 1 cm.
B, 果実重; C, 果実横径と果実縦径; D, 果実横断面にみられる子室数; E, 1果実あたりの種
子数






































ses #2 #3 #10 WT
種子数 (個)
果実横径 果実縦径























A, SESp-GUS組換え体 (T2個体). 上段, 子葉; 中段, 子葉拡大図; 下段, 胚軸. 左から#22系統
のアザイガス (AZ) 個体, #22ホモ個体, #23ホモ個体, #28ホモ個体. 
B, SESpt-GUS組換え体 (T2個体). 上段, 子葉; 下段, 胚軸. 左から#1系統のアザイガス (AZ) 
個体, #1ホモ個体, #7ホモ個体, #17ホモ個体. 



















左から#22系統のアザイガス (AZ) 個体, #22ホモ個体, #23ホモ個体, #28ホモ個体. 














左から#1系統のアザイガス (AZ) 個体, #1ホモ個体, #4ホモ個体, #7ホモ個体, #17ホモ個
体. 




A, SESpt-GUS組換え体における開花期の花器全体 (上段) とその雌蕊 (下段). スケー
ルバー = 1 mm.
B, SESpt-GUS組換え体における縦径2-3 mm のつぼみ全体 (上段) とその雌蕊 (下段). 
スケールバー = 1 mm.



























































縦径1 mmのつぼみ全体と縦径3 mm, 4.5 mm, 6 mmそして開花1日前のつぼみおよび開
花日の花器から採取した雌蕊より合成したcDNAを使用した. 
A, 野生株におけるSESの発現量.
N = 3. エラーバー = 標準誤差 (SE). 異なるアルファベット間で有意差あり (Tukey-
Kramer法; P < 0.01).
B, ses変異体との発現量の比較. 
N = 3. エラーバー = 標準誤差 (SE). アスタリスクはT検定による有意差があることを
示す (* P < 0.05, ** P < 0.01).
a
b












































































A, MS1035; B, BAM1/2-likea; C, BAM1/2-likeb; D, EMS1/EXS-likea; E, EMS1EXS-likeb. 
N = 3. エラーバー = 標準誤差 (SE). アスタリスクはT検定による有意差があることを示






























































































































































































































































A, WUS; B, INO; C, ANT-like; D, REV; E, CAN-like; F, PHB/PHV-like; G, BEL1-like; H, PIN1-
like; I, GOB. 
N = 3. エラーバー = 標準誤差 (SE). アスタリスクはT検定による有意差があることを示











A, TAG1; B, TAGL1; C, FAS; D, CLV1/FAB; E, CLV2; F, CLE3; G, FIN/HPAT3; H, FW2.2; I, 
FW3.2. 
N = 3. エラーバー = 標準誤差 (SE). アスタリスクはT検定による有意差があることを示







































































































































































































































YABBY family 4.5 mm bud
Anthesis



















H, ヘテロザイガス型を示した個体; M, 変異型を示した個体; W, 野生型を示した個体.
B
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M #1 #9 M#8 WT#5#3#2
M H H H W W W
ses遺伝子型
C
#24 #26M #21#16#13 #14#11 #12 #30#28 #31WT M














A, 開花期の花器. スケールバー = 1 mm.
B, 開花期の子房の横断面. スケールバー = 100 µm.
C, 開花期の葯の横断面. スケールバー = 500 µm.
D, 縦径3-4 mmのつぼみにおける子房の横断面. スケールバー = 100 µm.










































































































































































































































































































































































































































































































































も影響を与える重要なポイントである. そこで, 雌蕊および心皮の形成に着目し, その
形態形成メカニズムを明らかにすることを目的とした研究を行った. トマトの雌蕊お
よび心皮の形成に関する新しい知見を得るためには, トマト変異体を用いた正遺伝学
が有効と考え, 筑波大学で作出および管理しているトマト ‘Micro-Tom’ 変異体集団よ
り, 雌蕊形態に変異のみられる変異体を 2 つ選抜し解析を行った. 選抜された変異体, 
fcc2変異体と ses変異体の形態学的解析や遺伝学的解析はすでに実施されており (羽尾, 
修士論文 2014), 本研究では, 選抜された原因遺伝子候補の相補性検定とその遺伝子の
詳細な解析を実施した. 
 先行研究において, マップベースドクローニングおよび変異体の全ゲノムシーケン
ス解析により , fcc2 変異体は Solyc01g010240 (FCC2/CRCa) が , ses 変異体は
Solyc07g063670 (SES) が原因遺伝子候補として単離されている (羽尾, 修士論文 2014). 
初めに, RNAi 法を用いて FCC2/CRCa の発現抑制組換え体を作出した . その結果, 
FCC2/CRCa とそのパラログ遺伝子である CRCb (Solyc05g012050) の 2 つの遺伝子発現
が抑制された個体を獲得し, その個体は多重に重なった心皮から雌蕊を形成した. その
FCC2-RNAi 組換え個体が fcc2 変異体と類似した表現型を示したため, 単離された遺伝
子 FCC2/CRCaは fcc2変異体の原因遺伝子である可能性が高い. また, 2つのトマトCRC
遺伝子が抑制されている組換え体系統で表現型が顕著にみられたことから, 2 つのトマ
ト CRC 遺伝子は類似した機能を持っており, 互いにその機能を補完し合っていると考
えられる. さらに, FCC2-RNAi組換え体は雌蕊形成時における心皮の形成が過剰になり, 
その過剰な心皮形成により, 花芽分裂組織様の成長点を有する果実様組織を形成した 
(図 1-11). そして, その成長点からは心皮様の組織が形成されていたため, トマト CRC
は雌蕊形成時に心皮の形成を負に制御し, 心皮の枚数および雌蕊の形態を決定してい
る遺伝子であると示唆される. 一方, ses 変異体の原因遺伝子候補においても, fcc2 変異
体同様 RNAi 組換え個体を作出したが, 十分に ses 変異体様の表現型を示す組換え個体
を得ることができなかった. また, ses 変異体と同一の原因遺伝子を持つ ses2 変異体も, 
ses変異体同様 SES遺伝子にストップコドンを生じる変異を保持していた (図 2-7). よっ
て, SES は少量の発現量であってもその機能を発揮し, 下流の遺伝子発現を制御するこ
とで, 稔性のある胚珠および花粉を誘導できると示唆される. 次に, SES 遺伝子の全長
を導入した組換え体を作出し, 導入遺伝子を持ち, かつ ses 変異をホモで有する組換え
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個体が WT 型の表現型に回復した組換え個体を獲得することができた (図 2-19, 2-20). 
この結果より, 単離された遺伝子は ses 変異体の原因遺伝子であることが証明された. 
さらに, SES の過剰発現体の作出を試みたが, 過剰発現を示す組換え個体は獲得できな
かった. シロイヌナズナにおいても EAR モチーフを持つ遺伝子の過剰発現体の作出は
困難であることから (Tsutsui et al., 2009; Pan et al., 2010), SESの EARモチーフもシロイ
ヌナズナ同様転写抑制のモチーフとしての機能を保持している可能性が高い (Wei et al., 
2015).  
 発現解析を行った結果, FCC2/CRCa, SES共に花芽形成初期 (縦径1 mm以下のつぼみ) 
で発現が高くステージが進むにつれて発現は減少した. さらに, GUS染色で詳細な発現
部位を調査した結果, 雌蕊の形成ステージにおいて FCC2/CRCa は主に雌蕊形成初期の
子房壁で, SES は主に雌蕊形成初期の胚珠の珠心で発現していることが分かった. この
ことより, FCC2 および SES は花芽形成においてピンポイントで発現することで雌蕊形
成を制御している可能性が高いことが分かった. また, シロイヌナズナにおいて CRC
は AG および LFY によって発現の制御を受けると報告されており (Gómez-Mena et al., 
2005; Lee et al., 2005), SPL/NZZ は AGによって発現が誘導されると報告されている (Ito 
et al., 2004). 本研究において, トマト FCC2/CRCaおよび CRCbも, そのプロモーターお
よびターミネーター領域に AGと LFYの認識配列を持ち, SESも AGの認識配列を持つ
ことが判明した (図 1-4, 図 2-4). 従って, FCC2/CRCaおよび SESはシロイヌナズナと類
似した発現制御を受けている可能性が高い. 
 そして, fcc2 変異体および FCC2-RNAi 組換え個体のつぼみおよび雌蕊で, TOMATO 
AGAMOUS LIKE11 (TAGL11) とMADS BOX PROTEIN3 (MBP3) の遺伝子発現が有意に減
少していた (図 1-18CD). これらの遺伝子はシロイヌナズナにおいて, 花芽形成の ABC
モデルにおける胚珠の形成を制御する Dクラス遺伝子のオーソログであり, Eクラス遺
伝子と複合体を形成することで心皮の形成を抑制し, 胚珠の形成を誘導することが分
かっている (Brambilla et al., 2007; Leseberg et al., 2008; Ocarez and Mejía, 2016). その一方, 
トマト C クラス遺伝子の TAG1 と TAGL1, およびトマト E クラス遺伝子の TOMATO 
MADS box 5 (TM5) と TM29 の発現レベルの大きな減少は確認されなかった  (図
1-18ABEF). 従って, fcc2変異体および FCC2-RNAi組換え個体の過剰な心皮形成は, WT
に比べて花芽形成の ABC モデルにおける, C クラス遺伝子と E クラス遺伝子の複合体 
(心皮形成誘導) の割合が高く, Dクラス遺伝子と Eクラス遺伝子の複合体 (心皮形成抑
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制, 胚珠形成誘導) の割合が低くなっていることに起因していると示唆される  (図
1-20). 雌蕊形成において, 心皮形成ステージから胚珠形成ステージへの移行は配偶子
形成においてとても重要であるが, その分子メカニズムは未解明な部分が大きかった. 
本研究により, TAG1 (トマト C クラス遺伝子) および LFY によって発現誘導を受けた
CRC がトマト D クラス遺伝子の発現を誘導し, 心皮形成から胚珠形成のステージへ移
行させていると示唆された. シロイヌナズナやポピー, エンドウにおいて CRC の機能
欠損株が胚珠形成を阻害することが報告されている  (Bowman and Smyth, 1999; 
Orashakova et al., 2009; Fourquin et al., 2014). 従って, 本研究で示された CRCによる胚珠
形成ステージへの移行 (D クラス遺伝子の発現誘導) は植物で広く保存されていると考
えられる. また, これまでに報告されているトマトやシロイヌナズナにおいて心皮の形
成が増える変異体は, 花芽分裂組織のサイズが大きくなり, 心皮形成部位が増えること
に起因していた (Szymkowiak and Sussex, 1992; Cao et al., 2015; Fernández-Lozano et al., 
2015; Landau et al., 2015). 本研究ではこれまでに多重に心皮が形成される新しい変異体
を用いることで, 花芽分裂組織のサイズに依存しない新しい心皮の形成メカニズムを




 さらに, ses変異体はつぼみおよび雌蕊発達初期においてWUSCHEL (WUS) と INNER 
NO OUTER (INO) の発現が有意に減少した (図 2-27AB). さらに, 縦径 1 mm以下のつぼ
みで Tomato Male Sterile 1035 (MS1035) と EXCESS MICROSPOROCYTES1/EXTRA 
SPOROGENOUS CELL-likea (EMS1/EXS-likea) の発現が有意に減少した (図 2-26AD). 
WUSは胚珠の発達に重要な遺伝子であり, シロイヌナズナの spl/nzz変異体でもWUSの
発現は低下し, 珠心の発達が阻害された (Schiefthaler et al.,1999; Groß-Hardt et al., 2002). 
よって, 胚珠形成において SES および SPL/NZZ は WUS の遺伝子発現を誘導するために
必要であると示唆される (図 2-32). 一方, シロイヌナズナの spl/nzz 変異体では INO の
遺伝子発現は低下せず, 珠皮も WT 同様に形成された (Balasubramanian and Schneitz, 
2002). その反面, トマト ses 変異体においては珠皮が全く形成されていなかった (図




に, 外珠皮形成を制御している INO の発現がなくなったことでトマトにおける心皮形
成が停止したことから, トマトにおける一枚の珠皮はシロイヌナズナの外珠皮に近い
性質を持っていると考えられる. トマトとシロイヌナズナで胚珠の発達パターンが異
なるように, 植物種ごとに様々な胚珠の発達様式がみられる (Endress, 2011). 珠皮の枚
数もその多様性の一つであり, キンポウゲ科 (Ranunculaceae) やサクラ属 (Prunus) は
同じ科や属の中でも珠皮の枚数が異なることが報告されている (Wang and Ren, 2008; 
Lora et al., 2015). このように, 珠皮の発達様式は植物の進化や分類において重要な点で
あり, 様々な植物種における胚珠の発達様式とそれに関与する遺伝子の解析が今後注
目される考えられる. 
 また, MS1035はシロイヌナズナの DYSFUNCTIONAL TAPETUM1 (DYT1) のホモログ遺
伝子であり, MS1035とDYT1はPMCの減数分裂とタペート組織の形成に関与することが
分かっている (Zhang et al., 2006; Jeong et al., 2014). EMS1/EXSはシロイヌナズナにおい
て, 葯形成の初期段階で胞原細胞の数を決定する遺伝子で, タペート組織と中間層の形
成にも関与している (Canales et al., 2002; Zhao et al., 2002). しかし, これまでにトマト
において EMS1/EXS のオーソログに関する報告はなされていない. つまり, 本研究で遺
伝子発現の減少が確認された EMS1/EXS-likea は, トマトにおいて胞原細胞の数を制御
する重要な遺伝子である可能性は高い. また, 以上の様な発現の上位性はシロイヌナズ
ナにおいても確認されているため, 葯形成においてトマト SESはシロイヌナズナのオー
ソログ遺伝子 SPL/NZZ と同様の発現制御をしていると示唆される. このように, SES の
欠損が胚珠および花粉の形成とそれに関与する遺伝子の発現を完全に崩壊させてしま
うことから, トマトにおいて SESは配偶子形成に必要不可欠な遺伝子であることが分か
った (図 2-32).  
 本研究で作出した FCC2-RNAi 組換え個体は FCC2/CRCa と CRCb の 2 つの遺伝子の
発現を抑制していた. つまり, FCC2-RNAi組換え個体の表現型は 2つのトマトCRC遺伝
子を抑制した表現型であるため, FCC2/CRCaおよびCRCbの持つ特異的な機能は未解明
なままである (特に CRCb). よって, それぞれの遺伝子を特異的に制御した組換え体, 
もしくは TILLING 等でそれぞれの変異体を単離することで, 各遺伝子の詳細な機能が
明らかになると期待される. また, 本研究では作出に失敗したが, FCC2/CRCa および
CRCbの過剰発現個体を作出することで, トマトCRC遺伝子のさらなる知見が得られる
と期待される. さらに, 本研究では fcc2 変異体および FCC2-RNAi 組換え個体でトマト
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Dクラス遺伝子 (TAGL11, MBP3) の発現が減少したが, トマト CRCがトマト Dクラス
遺伝子の発現を直接制御しているかどうかは確認できなかった. そして, TAGL11 に関
しては, その発現抑制個体において種子発達に異常がみられることが報告されている
が (Ocarez and Mejía, 2016), 心皮発達との関連性およびMBP3の機能解析は報告されて
いない. そこで, 本研究で明らかになったトマトの心皮形成の新しい分子メカニズムを
確立するためには, Dクラス遺伝子の発現抑制体を作出もしくは遺伝子欠損個体を単離









温が低いほど乱形果を形成する傾向にある (深澤ら, 1993; 太田ら, 2002). 乱形果は鬼




伝子であることが分かっている (図 1-3; 羽尾, 修士論文 2014; Han et al., 2015). この制
御メカニズムの解明は, 他の果実形成作物の研究および育種に大きな影響を与えると
考えられる. そして, イチゴやキク科植物などはシロイヌナズナやナス科植物とは異な
り, 一つの花に多数の雌蕊を形成する. これら植物の心皮, 雌蕊形態と CRC遺伝子との
関連性を解析すれば, 様々な植物で心皮, 雌蕊の形態を決定している要因の解明につな
がると考えられる.  
 また, SESはトマトにおいて報告例の少ない配偶子形成に必要不可欠な遺伝子であり, 
さらに胚珠や花粉形成において形成の初期段階で働く重要な遺伝子であることが分か















期待される. さらに, F1 種子作成の親系統に雄性不稔の個体と姿勢不稔の個体を用いる
ことで, 自殖種子の混入のない F1種子の生産を可能にすると期待される. また, トマト
SES における EAR モチーフの意義を明らかにすることができなかった. シロイヌナズ
ナの知見により, 転写抑制因子として働くとこが示唆されるが, ルシフェラーゼアッセ
イ等で本当に転写抑制の能力があるか確かめる必要がある. さらに, EARモチーフを欠
失させた SES を発現させることで, 生体内での EAR モチーフの役割を明らかにできる
と期待される. そして, 本研究では FCC2 および TCP29 に EAR モチーフを結合させた
タンパク質を ses変異体で発現させたが, WTの表現型に回復はしなかった (図 2-). シロ
イヌナズナにおいては YABBYおよび TCP タンパク質と SPL/NZZが複合体を形成する
ことが示されているが (Sieber et al., 2004b; Wei et al., 2015), トマトにおいては未だ示さ
れていないので, まずはトマト SES が生体内でどのタンパク質と相互作用するのかを














 本研究室ではエチルメタンスルホン酸 (EMS) 処理もしくはガンマ線照射にて作出
されたトマト ‘Micro-Tom’ の変異体集団を作出している. そして, その中から心皮の
合成枚数が増加することで, 独立した複数の雌蕊を形成する変異体 fasciated carpel 1 
(fcc1) 変異体と子房を形成する子房壁が 2重, 3重に形成される fcc2変異体, さらに両性
不稔性を示す sexual sterility (ses) 変異体を単離した. それらの変異体の形態学的解析や
マップベースドクローニングおよび全ゲノムシーケンスによる原因遺伝子候補の単離
は先行研究により実施された (羽尾 修士論文 2014). 本研究では fcc2 変異体と ses 変異
体に着目し, 原因遺伝子の相補性の解析とその遺伝子についての解析を行った.  
 fcc2変異体の原因遺伝子候補 Soly01g010240を FCC2/CRCaとし, FCC2の遺伝子発現
抑制体 (FCC2-RNAi組換え体) を作出した. その結果, FCC2/CRCaとそのパラログ遺伝
子の CRCbの発現が抑制された FCC2-RNAi組換え体は多重に重なりあった子房壁を形
成する雌蕊を持ち, 心皮の合成が WT に比べて増加していることが示された. さらにそ
の心皮の合成は雌蕊の形成が完了した後も継続され, 花芽分裂組織様の組織を持つ果
実様組織が形成された. この心皮が過剰に形成される表現型が fcc2 変異体と類似して
いることより, FCC2は fcc2変異体の原因遺伝子である可能性が高い. また, 遺伝子発現
解析により, fcc2 変異体および FCC2-RNAi 組換え体で胚珠の形成を制御しているトマ
ト D クラス遺伝子 (TOMATO AGAMOUS LIKE11 (TAGL11) と MADS BOX PROTEIN3 
(MBP3)) の発現が減少していることが分かった. これらの結果より, FCC2/CRCaおよび
CRCbは花芽分裂組織においてトマト Dクラス遺伝子の発現を誘導し, 心皮形成ステー
ジから胚珠形成ステージへ移行させる働きをしていると示唆される. 
 そして, ses変異体の原因遺伝子候補 Soly07g063670を SESとし, 初めに SESの遺伝子
発現抑制体 (SES-RNAi 組換え体) を作出した. その結果, SES の発現量は低下し, 葯の
形態形成に異常がみられたが, 雌雄とも稔性は維持されていた. 次に, SESの全長 (プロ
モーター～ターミネーター) を ses 変異体に導入し, その表現型を観察した. その結果, 
SESの全長が導入された ses変異体はWTの表現型へと回復した. したがって, 単離され
た遺伝子 SESは ses変異体の原因遺伝子である. さらに, ses変異体の発達ステージ別の
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つぼみおよび雌蕊を用いて発現解析を行った. SESは縦径 1 mm以下のつぼみで強く発
現し, 雌蕊においては発達ステージが進むほど発現が低下した. さらに, ses変異体では
SES の発現量が WT に比べて減少していた. また, 胚珠形成に重要な遺伝子である
WUSCHL (WUS) と INNER NO OUTER (INO) の発現量, および花粉形成に重要な遺伝子
である Tomato Male sterile 1035 (MS1035) と EXCESS MICROSPOROCYTES1/EXTRA 
SPOROGENOUS CELLS-like (EMS1/EXS-like) の発現量が ses変異体で有意に減少してい
た. よって SESはこれら配偶子形成に重要な遺伝子の発現を誘導していると示唆される. 
また, SESタンパクはその C末端に EARモチーフをコードしており, SESタンパク自身
は転写抑制因子として働くと考えられる. 本研究で SES は雌雄の配偶子形成に必要不
可欠な遺伝子であることが分かった.  
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